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 L’étape de l’entrée du VIH-1 est un processus dynamique régi par deux 
acteurs : gp120 et gp41. Cette étape est une étape clef de l’infection : tout blocage 
de cette étape conduit à une inhibition de la réplication virale. Nous nous sommes 
intéressés au cours de ce travail au développement d’antirétroviraux ciblant cette 
étape ainsi qu’aux voies de signalisations activées lors de l’entrée. 
 Nous avons ainsi développé d’une part des inhibiteurs de l’entrée du VIH-1 en 
se basant sur deux  stratégies i)  le développement d’immunogènes capables 
d’induire des anticorps neutralisants, ii)  la modélisation et la synthèse d’inhibiteurs 
dérivés des régions HR1 ou N36 et HR2 ou C34 de g41. Dans une dernière partie, 
nous avons  étudié l’inhibition des voies de signalisation PKC impliquées dans les 
étapes post-fusion. 
         Nous nous sommes intéressés, dans une première partie, au complexe formé 
par les domaines HR1 et HR2, sa caractérisation, sa purification, sa stabilité et sa 
capacité à induire des anticorps neutralisants, cela dans une approche vaccinale. 
Notre travail a permis de démontrer que le complexe HR1-HR2 ainsi que les peptides 
dérivés des domaines HR1 et HR2  (N36 et C34) sont immunogènes. Ils induisent 
des anticorps qui reconnaissent le complexe HR1-HR2 ainsi que les protéines 
d’enveloppe du VIH-1. Ces anticorps inhibent la fusion à la température suboptimale 
de 27°C. Enfin ces anticorps générés interfèrent avec l’activité antivirale des peptides 
en formant des complexes antigènes-anticorps. Le complexe HR1-HR2, tel que nous 
l’avons modélisé, ne semble pas être un immunogène adapté pour la génération 
d’anticorps neutralisants. 
          L’objectif de la deuxième partie de mon  travail a été de développer des 
peptides inhibiteurs analogues du C34  et du N36 ayant une forte activité antivirale et 
une forte stabilité. Nous avons ainsi développé deux trimères : le Trimère C34 et le 
Trimère N36 dans une approche originale utilisant un linker dit minimal composé de 5 
lysines uniquement. Cette approche nous a permis d’obtenir des inhibiteurs stables 
qui maintiennent la capacité d’interaction avec les domaines HRI et HRII de la gp41 
et qui ont  des activités antivirales similaires,  voire améliorées pour le Trimère N36, 
par rapport aux peptides monomériques C34 et N36.  
  
 Nous nous sommes intéressés dans la troisième partie de ce travail aux voies 
de signalisation activées lors de l’entrée.  En effet, l’attachement du VIH-1 sur son 
récepteur et ses corécepteurs s’accompagne par l’activation de nombreuses voies 
dont celle des PKC. Nous avons montré, en utilisant des inhibiteurs chimiques, des 
oligonucléotides et des SiRNA,  le rôle crucial de l’isoforme PKC delta dans la 
réplication virale 
          
 Ces approches sont complémentaires et s’insèrent dans la lutte contre la 
propagation du VIH-1 avec comme objectif de développer des stratégies 







 HIV-1 entry is a dynamic process with two main actors: HIV-1 envelope 
glycoproteins: gp120 and gp41. The entry is a key step of the infection: blockade of 
this step leads to an inhibition of the viral replication. Our main focus in this project is 
the key actor of the viral entry and fusion: gp41. The main goal of our work was to 
develop antiviral therapies against HIV-1 entry and the pathways triggered by the 
HIV-1 entry. 
 We developped in this work HIV-1 entry inhibitors using two strategies were 
used: i) the development of immunogens capable to induce neutralizing antibodies, ii) 
the modeling and synthesis of peptide inhibitors derived from the HR1 or N36 and 
HR2 or C34 regions of gp41. In a second part, we have evaluated the effect of PKC 
pathways on HIV-1 replication. 
 We studied, in the first part, the complex formed by the HR1 and HR2 
domains, the purification of this complex, its stability and its ability to induce 
neutralizing antibodies, in a vaccine approach. This work has showed that HR1-HR2 
complex is rapidly formed (less than 1 min) and remained stable as demonstrated by 
its inability, in contrast to each free peptide, to inhibit syncytia formation. Purified 
preformed HR1-HR2 complex and monomeric HR1 and HR2 peptides are 
immunogenic in mice and induce antibodies that recognize total HIV-1 envelope. 
They neutralize fusion when incubated at 27°C. Finally, these antibodies inhibit the 
anti-viral activity of peptide inhibitors by forming antigen-antibody complexes. The 
HR1-HR2 complex does not seem to be the optimal immunogen in order to induce 
neutralizing antibodies.  
 In the second part of our study, the main focus was the development of 
peptide inhibitors analogues of C34 and N36 with fewer limitations. We synthetized 
two Trimers: TrimerN36 and TrimerC34 using an original approach based on a 
minimal linker composed of five lysines. Our results showed that these trimers could 
interact with the HRI or HRII regions. Both trimers have high antiviral activities with 
an ameliorated antiviral activity, for the TrimerN36 compared to the monomer N36. 
 In the last part, we studied the signaling pathways activated upon HIV-1 entry. 
Indeed, the attachment of HIV-1 to its receptor and coreceptor is accompanied by the 
activation of multiple pathways including that of PKC. We have shown, using 
chemical inhibitors, oligonucleotides and siRNA, the crucial role of PKC delta isoform 
in viral replication. 
 
 These approaches are complementary with the objective to develop 
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I.1.1 -  Généralités sur le VIH 
 
 L’infection par le virus de l’Immunodéficience Humaine (VIH) reste de nos 
jours un problème majeur de santé publique principalement dans les pays à faible 
revenu.  Plus de 30 millions de personnes sont décédées depuis le début de 
l’épidémie en 1981 et on estime aujourd’hui que 34 millions de personnes vivent 
avec le VIH/SIDA dans le monde. 2.7 millions de personnes ont été infectées par ce 
virus en 2010 ce qui démontre que malgré les politiques de prévention et le 
développement de thérapies antirétrovirales, qui ne sont malheureusement pas 
accessibles à toutes les personnes infectées, le VIH/SIDA reste l’une des maladies 
infectieuses les plus meurtrières du XXIème siècle. 
 
I.1.1.1 - Historique du VIH 
 
 Identifié pour la première fois en 1982 en parallèle par une équipe française et 
une américaine, le VIH de type I (VIH-1) est l’agent étiologique du Syndrome 
d’immunodéficience acquise (SIDA). Cette identification a été faite suite à 
l’observation par le centre des contrôles de maladies infectieuses d’Atlanta à 
l’augmentation en 1981 du nombre d’infections opportunistes telles que les 
pneumonies à Pneumocystis carinii et à CMV ainsi qu’une augmentation des cas de 
sarcome de Kaposi. Le terme Syndrome de l’Immunodéficience Acquise a été adopté 
pour décrire la maladie induite par le VIH-1. Ces pathologies, normalement rares, 
étant apparues chez des hommes jeunes et homosexuels ainsi que des toxicomanes 
et hémophiles, les chercheurs ont conclu que la contamination se faisait via un agent 
infectieux transmissible par voie sexuelle et via le sang. 
 Robert Gallo a émis dès lors l’hypothèse que le HTLV-1 pouvait être l’agent 
infectieux responsable du SIDA (1). En parallèle, l’équipe de l’Institut Pasteur 
parvient à isoler l’agent infectieux à partir de lymphocytes de patients infectés et 
observe par microscopie électronique la présence de particules virales (2). Cette 
observation a permis de mettre en évidence que le virus avait une structure qui 
diffère de celle du HTLV-1. Il est appelé alors Lymphadenopathy Associated Virus 








Figure 1 : Particules virales du 
VIH en microscopie électronique 





 Les études ultérieures ont montré que les deux virus étaient identiques et 
l’appellation Virus de l’immunodéficience humaine est adoptée. En 1986 un second 
virus apparenté au VIH fut isolé et nommé VIH de type 2 (VIH-2) (7, 8). Le VIH-2 
étant moins pathogène et beaucoup moins répandu que le VIH-1 (9, 10), la majorité 
des recherches se sont focalisées depuis sur le VIH-1. 
 
 
I.1.1.2 - Classification et Nomenclature  
 
 Le VIH appartient à la famille des Retroviridae qui est une famille de virus dont 
le génome est constitué d’un ARN simple brin de polarité positive. Les Rétrovirus 
possèdent tous une transcriptase inverse. Cette famille est divisée en 7 genres selon 
des critères tels que la morphologie, la structure, les propriétés antigéniques et la 
pathogénicité. On retrouve les Alpharétrovius (Avian leukosis virus, Rous sarcoma 
virus), les Betarétrovirus (Simian retrovirus 1 & 2, Mouse mammary tumor virus), les 
Gammarétrovirus (Feline leukemia virus, Murine leukemia virus, Moloney murine 
leukemia virus), les Deltarétrovirus (Bovine leukemia virus, Human T-lymphotropic 
virus 1 & 2, Simian T-lymphotropic virus 3), les Epsilonrétrovirus (Walleye dermal 
sarcoma virus, Perch hyperplasia virus), les Spumavirus (African green monkey 
simian foamy virus, Bovine foamy virus)  et enfin les Lentivirus dont font parti les VIH-
1, VIH-2 et SIV.  
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I.1.1.3 - Diversité du VIH 
  
 Le VIH-1 et le VIH-2 se différencient par leur pathogénicité, la relation 
phylogénétique qu’ils ont avec les autres lentivirus de primates dont ils sont tous les 
deux issus ainsi que leur origine géographique.  
Si le VIH-2 est restreint à l’Afrique de l’Ouest (8), le VIH-1 présente une grande 
variabilité génétique et est disséminé à travers le monde. En effet, il existe plusieurs 
variants de VIH-1 classées en divers groupes :  
- M pour Main ou Majoritaire. Il regroupe 9 sous-types de VIH (de A à K) classés en 
fonction de leurs séquences virales ainsi que de nombreuses formes recombiantes 
circulantes (CRFs). Le sous-groupe C est prédominant à l’échelle mondiale, et le B 
en France, en Europe et en Amérique du Nord. 
- O, pour Outlier, est un groupe très rare retrouvé dans certains pays d’Afrique 
uniquement : Gabon et Cameroun ; 
- N pour Non-M et Non-O,  très rare aussi, est localisé principalement au Cameroun 
- P, individualisé en 2009. Ce nouveau variant a été isolé pour la première fois chez 
une patiente d’origine Camerounaise qui était suivie en région parisienne depuis 
2004 
 
Figure 2 : Arbre phylogénétique du VIH-1et SIV (d’après Joris Hemelaar, Trend In Molecular 
Medecine, 2012) 
 
 Plusieurs théories ont été proposées pour expliquer l’apparition des infections 
à VIH-1 chez l’Homme, la plus probable, admise scientifiquement, étant une 
exposition directe à du sang de primates contaminés par le Virus de 
l’Immunodéficience Simienne (VIS) lors d’activités de chasse ou de consommation 




I.1.2 - Le Virus de l’immunodéficience de type I 
  
 Le nombre de personnes vivant avec le VIH n’a jamais été aussi important 
qu’aujourd’hui. On estime à 34 millions le nombre de personnes vivant avec le VIH-1 
dans le monde, soit une hausse de 17 % par rapport à 2001. Cela reflète un nombre 
important et continu de nouvelles infections par le VIH et une expansion significative 
de l’accès au traitement antirétroviral, qui a contribué à réduire les décès liés au 
SIDA, notamment au cours des dernières années. 
 
Figure 3 : Personnes vivant avec le VIH-1 (d’après www.AIDES.org) 
  
 Cependant le nombre de personnes décédées de causes liées au SIDA reste 
de 1,8 million de personnes en 2010. Il est donc important de continuer à étudier ce 
virus, afin de comprendre d’une part les mécanismes induisant la persistance de ce 
virus et d’autre part de développer de nouvelles molécules pouvant ralentir le 
développement vers la phase SIDA, voire éradiquer le virus. 
 
I.1.2.1 - Structure et génome du VIH-1  
 
 Le VIH est un rétrovirus, du genre lentivirus, constitué d’une enveloppe 
lipidique enrobant une matrice et une capside protéique. Le génome de ce virus, 
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contenu dans la capside, est composé de deux brins d’ARN simple brin de 9,3 kb de 
polarité positive.  
 Il contient neuf gènes dont trois de structures codant pour gag, pol et env. Ces 
trois gènes sont communs à l’ensemble des Retroviridae et sont nécessaires à 
l’accomplissement d’un cycle viral productif.   
 
 
Figure 4 : Représentation schématique des 9 gènes du VIH-1 et des protéines pour 
lesquelles ils codent (d’après http://www.Standford.edu ) 
  
 Le gène gag pour « groupe antigène »  code pour les protéines de la 
nucléocapside appelée également « core » : la matrice (MA), la capside (CA) et la 
protéine de nucléocapside (NC). Le gène pol pour « polymérase » code pour les 
protéines enzymatiques nécessaires à la réplication virale : la protéase (PR), la 
transcriptase inverse (RT) et l’intégrase (IN). 
  La transcriptase inverse (RT) est une protéine composée de deux sous-unités 
p66 et p51. Sa fonction est de convertir l’ARN viral simple brin en ADN double brin 
complémentaire (ADNc). L’activité reverse transcriptase de la RT est lente (1 à 100 
nucléotides par seconde) et présente une faible fidélité (10-4 erreurs/base 
incorporée). La RT n’ayant pas la capacité de corriger les bases erronées, au moins 
une mutation par génome et par cycle de reverse transcription est introduite. La RT 
est donc à la base de la forte variabilité observée chez le VIH-1. L’ADN synthétisé 
par la RT est ensuite intégré dans l’ADN de la cellule hôte grâce à l’intégrase, une 
protéine de 32 kDa. La protéase virale assure le clivage des protéines virales Gag et 
Pol pour donner les protéines mature p17 (protéine de matrice), p24 (protéine de la 
capside), la nucléocapside p7 et la protéine p6. Enfin, le gène env pour « enveloppe»  
code pour un précurseur de 160 kDa qui subit un clivage par des endoprotéases 
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calcium dépendantes de la famille des furines. Ce clivage se fait après un doublet 
dibasique d’acides aminés pour donner les protéines d’enveloppe gp120 
(glycoprotéine de surface) et gp41 (glycoprotéine transmembranaire). Ces deux 
protéines sont associées entre elles, sous formes de trimères, par des liaisons non 
covalentes. Ces protéines sont impliquées dans les étapes d’attachement et de 
l’entrée du virus. 
 
Figure 5 : Représentation d’une particule virale VIH-1 avec ses diverses protéines : les 
protéines d’enveloppe SU pour Gp120 (bleu) et TM pour Gp41 (rose), MA pour la protéine 
de matrice en vert, CA pour protéine de capside (rouge), PR pour protéase (mauve), RT 
pour reverse transcriptase (bleu), IN pour intégrase (vert). La protéine  accessoire Nef est 
aussi représentée en orange (D’après Tunner & Summers, 1999) 
 
 En plus des protéines de structure, le génome du VIH-& code aussi pour six 
autres protéines : Tat et Rev qui sont des protéines régulatrices essentielles et Vif, 
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Vpr, Vpu et Nef qui sont dites « accessoires ». Ces protéines jouent un rôle 




Transactivation du LTR, régulation positive de la 
transcription, dérégulation du réseau de 
cytokines, induction de l’apoptose, augmentation 
des co-recepteurs du VIH, inhibition de 
l’expression de l’IL-12
Rev
(regulator of viral expression)
Export des transcrits non épissés hors du noyau 
en  mobilisant les importines cellulaires
Vif
(viral infectivity)
Inhibition de la désamination de l’ADN viral en 
liant notamment la protéine APOBEC-3G
Vpr
(viral protein R)
Transport de l’ADN au noyau, augmentation de la 
production virale, contrôle du cycle cellulaire
Vpu
(viral protein U)
Réduction de l’expression de CD4, Vpu inhibe le 
facteur de restriction cellulaire tetherine qui 




Augmentation de l’infectivité, réduction de 
l’expression de CD4 et de molécules de CMH 
classe I, permet l’augmentation de la mobilité des 
macrophages
 
Tableau 1 : Noms et rôles des protéines dites accessoires du VIH-1 
 
 
I.1.2.2 -  Cycle de réplication du VIH-1 
 
 Le cycle de réplication du VIH-1 débute par l’attachement du virus sur la 
cellule cible et l’interaction de la glycoprotéine de surface du VIH-1, la gp120, avec le 
récepteur CD4 à la surface des lymphocytes TCD4, monocytes, macrophages et 
cellules dendritiques (11). Cette interaction se fait avec une forte affinité (Kd de 
l’ordre du nM) (12). Elle conduit à des changements de conformation de la gp120 qui 
aboutissent à l’exposition d’un site en feuillet β appelé CD4i (CD4 induit). Cette 
modification conformationelle permet alors l’interaction de gp120 avec les 
corécepteurs CCR5 ou CXCR4. Cette deuxième interaction entraîne l’exposition de 
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la protéine transmembranaire du VIH-1 gp41, rendant accessible le domaine de 
fusion à l’extrémité N-terminale. Ce domaine s’ancre, grâce à ses propriétés 
hydrophobes, dans la bicouche lipidique de la membrane cellulaire. Les domaines en 
α-hélice  Heptad repeat 1 (HR1) et Heptad repeat 2 (HR2) de gp41 vont ensuite 
interagir ensemble pour former un complexe en six α-hélices qui va permettre le 
rapprochement et la fusion des membranes virale et cellulaire, conduisant à l’entrée 
du virus dans la cellule cible.  
 
 
Figure 6 : Représentation du cycle viral du VIH-1 avec les principales étapes clefs : l’entrée, 
la réverse transcription, l’intégration, l’expression du génome virale et le bourgeonnement 
induisant la sortie de nouvelles particules virales (Weiss & al.) 
  
Une étude récente tend à démontrer que l’entrée du VIH-1 peut se faire aussi 
par endocytose après attachement du virus à ses recepteur/co-recepteurs. La fusion 




Figure 7 : Représentation des deux types d’entrée du VIH-1 : par fusion à la surface ou par 
endocytose et fusion avec l’endosome (Permanyer M et al., 2010) 
 La capside, dans les deux cas de figure, est relarguée dans le cytoplasme. La  
réverse transcription peut alors débuter. Cette étape clef dans le cycle viral des 
rétrovirus débute à l’intérieur de la capside virale, immédiatement après l’entrée dans 
la cellule. Elle consiste en la rétro-transcription de l’ARN simple brin en ADN simple 
brin puis en ADN double brin grâce à la transcriptase inverse (RT) virale contenue 
dans la capside. La RT possède d’une part une activité de transcription inverse qui 
permet de synthétiser un brin d’ADN à partir de l’ARN virale et d’autre part une 
activité nucléase H (RNase H) qui permet de dégrader le brin d’ARN matrice. En 
même temps, la capside virale subit une dégradation progressive qui permet de 
dévoiler le complexe de rétrotranscription. C’est durant cette phase que le virus est 
sensible aux facteurs de restriction de l’hôte tels que APOBEC3G et 3F 
(apolipoprotein B editing catalytic polypeptide) et TRIM5α.  
 L’ADN double brin s’associe à plusieurs protéines virales dont l’intégrase, la 
RT, Vpr et la matrice, et constitue un complexe permettant l’intégration, appelé 
complexe de pré-intégration (PIC). Le PIC est importé dans le noyau grâce à de 
nombreux facteurs cellulaires tels que les microtubules. Des formes linéaires et 
circulaires de l’ADN viral sont observées dans le noyau. Néanmoins, seules les 








Figure 8 : Représentation schématique de la Transcription inverse. 
La transcription inverse débute d’abord  à l’extrémité 5′ de l’ARN à la région U5 et finit à la 
région R en 5’ formant ainsi un brin d’ADN de polarité négative. La synthèse d’ADN est 
accompagnée par une digestion (fonction RNase H) de l’ARN reverse-transcrit, exposant 
ainsi l’ADN néo-synthétisé. Cette exposition facilite l’hybridation de la région R situé en 3’ sur 
le second brin d’ARN, la RT effectuant le premier transfert ou saut. La réverse transcription 
se poursuit sur ce brin avec la dégradation de l’ARN au fur et à mesure sauf au niveau des 
régions riches polypurines (PPT). En effet c’est grâce à ces régions que la synthèse du 
deuxième brin d’ADN de polarité positive est initiée. La transcription inverse aboutit à un 




 L’ADN viral est incorporé, grâce à l’intégrase virale, dans le génome de la 
cellule infectée. L’intégrase clive les deux derniers nucléotides 3’ de chacun des 
deux brins d’ADN viral puis clive l’ADN cellulaire en formant des extrémités 
cohésives 5’ sortantes de quatre nucléotides. Une ligase cellulaire intervient alors 
pour joindre l’ADN cellulaire et viral. L’intégration du génome viral au génome 
cellulaire est définitive et confère au virus sa capacité à persister dans les cellules 
infectées.  Une fois le génome du VIH-1 intégré, il va se comporter comme le 
génome cellulaire et utiliser la machinerie cellulaire pour son expression 
 L’expression du génome viral démarre à partir du promoteur 5’LTR. De 
nombreux facteurs de régulation de la transcription peuvent induire l’expression du 
génome viral en fonction du type cellulaire et du stade d’activation des cellules 
infectées tels que NF-kB, NFAT et AP-1 (activator proteine-1). La transcription 
précoce est effectuée par l’ARN polymerase II cellulaire (ARN pol II) et s’arrête en 
général au niveau d’une structure en tige-boucle : Tat Responsive Element (TAR). 
Seuls quelques transcrits qui parviennent à dépasser ce site se prolongent jusqu’au 
LTR en 3’. Ce sont les transcrits codant pour les protéines de régulation Tat, Rev et 
Nef. Ces premiers transcrits complets sont rapidement épissés, permettant 
l’expression des protéines Tat, Rev et Nef. Dès que les protéines Tat et Rev sont 
synthétisées, elles sont réimportées dans le noyau où elles s’accumulent pour 
intervenir dans les étapes suivantes du cycle viral. 
  La protéine Tat intervient lors de la phase tardive de la transcription. En effet, 
elle se fixe sur l’élément TAR du LTR, au niveau de l’ARNm naissant pour augmenter 
considérablement le taux de transcription des ARN viraux en améliorant l’efficacité 
du complexe ARN pol II. En effet, en se fixant à la région TAR, la protéine Tat recrute 
la cycline T1 et la kinase CDK9 qui, en hyperphosphorylant le domaine C-terminal de 
l’ARN pol II, active sa fonction d’élongation. 
 Les ARN obtenus sont transportés dans le cytoplasme. Le transport de 
certains de ces ARN se fait grâce à un mécanisme unique nécessitant la protéine 
Rev du VIH-1. En effet, Rev va limiter l’épissage de certains transcrits et favoriser 
leur transport dans le cytoplasme. La protéine Rev se fixe sur une région du gène 
env, dite RRE (Rev Responsive Element) permettant au complexe Rev-ARNm d’être 
rapidement exporté du noyau vers le cytoplasme pour y être traduit. Les ARN 
codants pour env sont traduits dans le réticulum endoplasmique alors que ceux 
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codant pour Gag-pol le sont dans les ribosomes du cytoplasme. Les protéines Gag et 
Gag-pol vont interagir avec les dimères d’ARN viral contenus dans le cytoplasme 
puis s'intégrer au niveau de la membrane de la cellule, au niveau des bourgeons 
contenant les protéines d’enveloppe afin de former des virions. Enfin une fois la 
particule virale bourgeonnée, une étape de terminaison de maturation a  lieu. Elle 
consiste en l’autoclivage des précurseurs Gag/Pol, une étape cruciale pour 
l’infectiosité des nouveaux virions produits.  
 
I.1.2.3 - Tropisme du VIH-1 
 
  Le VIH-1 est capable d’infecter différentes populations cellulaires à l’aide de 2 
co-récepteurs principaux. Il présente ainsi deux grands tropismes : R5 et X4. En 
effet, les corécepteurs CCR5 et CXCR4 jouent un rôle majeur dans la détermination 
du tropisme. Ce tropisme a été découvert peu après l’apparition des infections par le 
VIH avec l’observation de la tendance de certaines souches à induire la formation de 
syncitia. Ces souches ont été nommées syncytium-inducing (SI) ou non-syncitium-
inducing (NSI) respectivement. Les souches NSI sont observées lors de la primo-
infection et infectent majoritairement les macrophages, ce qui leur a valu d’être 
renommés  « M-tropiques ».  Les souches SI, plus cytopathogènes, apparaissent 
plus tard dans l’infection. Elles infectent les lymphocytes T et ont été désignées « T-
tropiques ». 
  La découverte des corécepteurs CCR5 et CXCR4 du VIH-1 a permis de 
normaliser la nomenclature et préciser le tropisme viral de ces souches : les souches 
NSI ou M-tropiques utilisant le CCR5 lors de l’étape de l’entrée ont été renommées 
R5-tropiques et les souches T-tropiques (ou SI), utilisant le  CXCR4, nommées X4-
tropiques.  
 La découverte des corécepteurs a également permis de mettre en évidence 
une troisième population de VIH-1 dite R5X4 tropique ou dual tropique. Cette 
population, comme son nom l’indique, possède la capacité d’utiliser le CCR5 et le 




Souche  Cellules cibles  Co-récepteur utilisé  Pathogénicité  
SI, T-tropique, X4  Lymphoyte T CD4  CXCR4  +++  
NSI, M-tropique, R5  macrophage  CCR5  +  
Dual-tropique, R5X4  
Macrophage, 
lymphocyte TCD4  
CXCR4  +++  
 
 
















































































I.2.1 - Les modes d’infection 
 
 
 Il existe trois modes de transmission du VIH-1 : les relations sexuelles, 
l’exposition directe avec du sang contaminé et la transmission mère-enfant lors de la 
grossesse ou au cours de l’allaitement (lait maternel). Les modes de transmission 
vertical mère-enfant et via le sang ont été fortement diminués  au cours de la 
dernière décennie grâce à la mise en place de protocoles de contrôle des dons de 
sang, de la distribution de seringues propres aux toxicomanes et au traitement des 
femmes enceintes durant la grossesse par des antirétroviraux. La transmission 
sexuelle reste donc la voie de contamination majoritaire de nos jours. Elle représente 
70 à 80% des cas.  
 L’efficacité de la transmission du VIH-1 semble dépendre de la nature du 
contact sexuel (vaginal, rectal, homme-femme, homme-homme, circoncision ou non). 
Elle dépend  aussi de la charge virale et de facteurs génétiques. Des études ont 
montré que la charge virale est variable selon les sécrétions. Elle est beaucoup plus 
élevée dans le sperme que dans les sécrétions vaginales ce qui expliquerait le taux 
de transmission relativement plus élevé homme-femme par rapport à la transmission 
femme-homme. 
 
Tableau 3 : Les infections à VIH selon les modes de transmission en Europe en 2008 









Figure 9 : Les principaux tissus et cellules cibles du VIH-1 (Miller, 2007) 
 
I.2.2.1 - Les lymphocytes T CD4+ 
 
 Les principales cellules cibles du VIH-1 est le lymphocyte T CD4+ (LTCD4). 
Ces cellules expriment à la fois le récepteur du VIH-1 : le CD4 mais aussi les 
corécepteurs CXCR4 pour les cellules T naïves ainsi que le CCR5 pour les LT 
mémoires (14) (15). En effet,  les LTCD4 activés sont grandement vulnérables à 
l’infection par le VIH-1. Le virus s’y réplique fortement aussi bien in vivo ou in vitro. 
L’infection des LTCD4 par le VIH permet la dissémination du virus avec des charges 
virales importantes dans les sites lymphatiques mais conduit aussi à une déplétion 
progressive et importante des LTCD4. Plusieurs mécanismes sont avancés pour 
expliquer la déplétion des LTCD4. L’effet cytotoxique direct du virus ne permet pas à 
lui seul d’expliquer la forte déplétion des LTCD4, d’autant plus si on tient compte du 
fait que seule une cellule LTCD4 sur 100 voire sur 1000 est réellement infectée. La 
mort par apoptose et par la lyse par les LTCD8 spécifiques des antigènes viraux du 
VIH-1 semblent jouer un rôle essentiel. Sans traitement antirétroviral, cette déplétion 
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des LTCD4 est accélérée et conduit plus rapidement à la progression de l’infection 
vers le stade SIDA. 
 Les travaux réalisés dans le modèle animal SIV/macaque ont montré que la 
déplétion des LTCD4 activés dans les muqueuses du GALT, site qui contient la 
majorité des lymphocytes T, est très précoce. Deux semaines après la primo-
infection semblent suffire pour observer une très forte déplétion des LTCD4 activés. 
Cette observation semble aussi se confirmer chez les humains infectés par le VIH-1.  
Parmi les autres conséquences, on observe une déplétion de la sous-population 
Th17 des LTCD4 qui joue un rôle crucial dans le contrôle de la flore intestinale 
bactérienne. La déplétion de cette sous population Th17 s’accompagne alors de 
l’instauration d’un état d’inflammation chronique qui participe à l’hyperactivation du 
système immunitaire. Certaines populations de LTCD4 mémoires infectés 
redeviennent quiescentes, formant un réservoir latent du virus assurant ainsi la 
persistance de l’infection. L’un des défis majeurs de la recherche actuelle est de 
trouver le moyen de cibler spécifiquement l’activation de ces cellules réservoirs dans 
le but d’éradiquer totalement l’infection virale. 
 
 
I.2.2.2 - Les Macrophages 
  
 Les macrophages ont longtemps été considérés comme les deuxièmes 
cellules cibles du VIH-1. En effet ces cellules portent à leur surface le récepteur CD4 
ainsi que le corécepteur CCR5 et à une moindre échelle CXCR4. Elles sont 
facilement infectables par le VIH-1 in vitro et ces observations in vitro ont longtemps 
été corrélées à l’infection in vivo. Néanmoins, la récente découverte du facteur de 
restriction SAMHD1 (16), exprimé dans les macrophages et les cellules dendritiques 
mais pas dans les LTCD4, suggère qu’in vivo les macrophages seraient moins 
sensibles à l’infection par le VIH-1. En effet, les macrophages pourraient être infectés 
mais la réplication y serait beaucoup plus limitée. Il n’en reste pas moins que les 
macrophages restent un des acteurs principaux de l’infection par le VIH-1. Plusieurs 
travaux dans le modèle SIV/macaque ont souligné l’importance de l’infection des 
monocytes/macrophages dans la transmission du virus au système nerveux central. 
Leur infection ainsi que leur exposition aux protéines virales telles que Tat ou gp120 
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conduit à une altération de leur fonction. En effet, lors de l’infection par le VIH-1, les 
macrophages présentent une dérégulation de la production de cytokines ainsi que la 
perte de leur capacité de présentation antigénique. Ces dysfonctionnements 
corrèlent avec l’inflammation chronique observée chez les individus infectés par le 
VIH. Enfin, les macrophages semblent être aussi des réservoirs du virus notamment 
au niveau de tissus peu accessibles aux antirétroviraux comme le cerveau.  
 
 
I.2.2.3 - Les cellules dendritiques (DC) 
 
 Les DC sont des cellules clefs de l’immunité innée et adaptative. Elles jouent 
un rôle crucial lors de l’infection par le VIH-1. En effet, les DC expriment à leur 
surface des récepteurs tels que DC-SIGN, une lectine de type C, qui permet de 
capturer le virus (avec une forte affinité : Kd de l’ordre du nM) (17) (18) au niveau du 
site initial d’infection telles que  les muqueuses vaginales et de les transporter vers 
les ganglions  lymphatiques où se trouvent les cellules cibles du VIH-1 : les LTCD4 
(19) (20). De plus, le VIH-1 agit aussi à son profit en dérégulant  les fonctions de 
présentation d’antigènes et de production de cytokines des DC. 
 Cependant, les DC sont peu susceptibles à l’infection par le VIH-1 in vitro et in 
vivo (21) même si elles expriment, faiblement, à leur surface CD4, CXCR4 et CCR5 
(22). Cette absence d’infection pourrait être expliquée par l’expression importante du 
facteur de restriction SAMHD1 par les DC (16). En effet, ce facteur n’empêche pas 
l’internalisation du virus par les DC mais bloque l’infection à un stade précoce du 
cycle viral (23-25). 
  
I.2.2.4 - Les autres cellules cibles 
 
 Parmi les autres cellules cibles du VIH-1, on retrouve les cellules Natural 
Killers (NK), les cellules endothéliales ainsi que les cellules du système nerveux 
central. Le VIH-1 peut infecter productivement les NK, les cellules endothéliales ainsi 
que les cellules microgliales qui expriment à leur surface les récepteurs et 
corécepteurs du virus. L’infection de ces cellules conduit également à la dérégulation 
du fonctionnement de ces cellules conduisant à une dérégulation plus globale des 
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muqueuses mais aussi à des troubles du système nerveux central aboutissant chez 
certains patients à la démence. 
 






Figure 10 : Histoire naturelle de l’infection par le VIH-1 avec les trois stades : phase aigue ou 





I.2.3.1 - La primo-infection 
 
 
 Il existe trois stades de l’infection par le VIH-1. Le premier stade est la primo-
infection : c’est le stade qui survient juste après l’infection. Lors de ce stade on 
observe une forte réplication virale corrélée à une chute du nombre des lymphocytes 
T CD4. Le virus est alors présent dans le sang, le sperme, les sécrétions vaginales et 
le lait maternel à des charges élevées (entre 107 et 108 copies d’ARN par ml de 
plasma) (26) (27). Il se traduit physiquement par des symptômes type mononucléose 
ou grippe qui s’atténuent au cours du temps. Les virus R5 prédominent au cours de 
la primo-infection et dans les phases initiales de l’infection  (28).  
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 Lors de la primo-infection, on détecte d’abord une réponse immune 
cytotoxique CD8 spécifique, suivie, une à trois semaines plus tard, par  une réponse 
humorale. La réponse TCD8 est essentiellement responsable du contrôle du pic de 
réplication virale. Néanmoins, contrairement à ce que l’on observe chez la majorité 
des virus à ARN tels que le virus de la grippe, ces deux réponses ne sont pas assez 
efficaces pour éliminer le virus. 
 
I.2.3.2 - La phase asymptomatique 
 
  La primo-infection est suivie par une période de latence qui peut durer plus de 
dix ans. Durant cette période appelée phase asymptomatique, l’individu infecté 
présente peu de symptômes. Cependant durant cette phase le virus n’est pas latent. 
En effet, il continue à se répliquer avec une charge virale détectable dans le plasma 
mais surtout très élevée dans les ganglions lymphatiques et le tractus gastro-
intestinal. On observe aussi une lyse des LTCD4  (30 à 60 cellules/mm3/an) qui peut 
être beaucoup plus importante chez certains individus. 
  
I.2.3.3 - La phase SIDA 
 
 La lente déplétion des LCD4 est suivie en général par une déplétion plus 
rapide et plus importante de ces cellules, avec un taux de LTCD4 qui descend en 
dessous de 200 cellules par mm3, c’est la phase SIDA. En effet, suite à cette 
déplétion des LTCD4 et la destruction des organes lymphoïdes (29), le système 
immunitaire devient incapable de faire face aux infections et agressions normalement 
inoffensives pour un sujet sain. Les patients en stade SIDA deviennent alors 
sensibles à des infections opportunistes telles que les pneumonies à Pneumocystis 
carinii, la tuberculose, des mycoses, les infections par cytomégalovirus et le virus 
Einstein-Barr ou le virus de l’herpès humain de type 8 (HHV8) conduisant à des 
pathologies telles que le sarcome de Kaposi, des lymphomes ainsi que des 
méningites d’origine virale ou des hépatites. Ces infections opportunistes s’avèrent 
souvent fatales pour ces individus qui ne disposent plus d’un système immunitaire 

































 Le VIH-1 utilise sa glycoprotéine d’enveloppe pour infecter ses cellules cibles. 
Il infecte préférentiellement les lymphocytes TCD4, les monocytes et les 
macrophages. L’enveloppe est constituée d’une glycoprotéine de surface, la gp120 
et d’une glycoprotéine transmembranaire, la gp41, toutes deux issues du produit de 
clivage endoprotéolytique du précurseur gp160. Dans la particule virale, ces deux 
glycoprotéines sont structurées sous forme de trimères et interagissent entre elles 
par des liaisons non covalentes. La gp120 est responsable du tropisme du virus pour 
le récepteur CD4 et les corécepteurs CCR5 ou CXCR4 alors que la gp41 est 
impliquée dans l’étape de fusion entre la membrane virale et la membrane de la 
cellule cible. 
 
I.3.1- Les glycoprotéines d’enveloppe  
  
I.3.1.1 - La protéine Env  
  
Figure 11 : Organisation des protéines d’enveloppe du VIH-1 (souche HXB2) avec les sites 
de glycosylations ainsi que le site de clivage protéasique de la Gp160 (Caffrey, 2011) 
 
 La protéine Env, essentielle pour le processus de fusion, est synthétisée sous 
forme d’un précurseur protéique de 160 kDa qui est glycosylée au niveau du 
réticulum endoplasmique. En effet, la gp160 contient plus d’une trentaine de sites de 
N-glycosylation, conservés entre les différents isolats de VIH-1, dont certains sont 
essentiels pour  l’exportation de gp160 du réticulum endoplasmique (30). 
Cette glycosylation est importante pour l’infectiosité des particules virales. Elle 
assure plusieurs rôles dont celui de leurre pour faciliter l’échappement du virus à la 
reconnaissance par le système immunitaire puisque la glycosylation est totalement 
réalisée par la machinerie cellulaire (31, 32). La glycosylation protège aussi la 









Figure 12 : structure de la Gp120 et de 
la Gp41. La gp120 est représentée en 
vert (a) alors que les diverses régions 
de l’ectodomaine de la gp41 en bleu, 





 Le clivage par des protéases cellulaires comme les furine ou PC7 de la gp160 
dans le Golgi permet de générer deux protéines : gp120 et gp41 (34-37). Ces deux 
protéines se trouvent sous forme de trimères liés de manière non covalente à la 
surface du VIH-1 et sont les acteurs clefs de l’entrée du virus (38). L’étape de clivage 
du précurseur gp160 est une étape cruciale dans l’infectiosité du virus. Des 
mutations au niveau du site dibasique de clivage conduisent à la production de 
particules virales dont l’analyse par microscopie électronique montre une 
morphologie similaire à celle du virus sauvage. Néanmoins ces nouvelles particules, 
bien qu’elles conservent leur capacité d’interaction avec le récepteur CD4 (30, 39), 
avec une forte affinité, sont incapables de médier la fusion membranaire. Le virus ne 
peut alors pas entrer dans les cellules cibles. 
Des observations similaires ont été obtenues avec le virus de la grippe. Cette étape 
de maturation des glycoprotéines d’enveloppe des virus enveloppés incluant le VIH-
1, le virus de la grippe, de la rage et de l’Ebola présente une cible potentielle pour le 








Figure 13: Représentation de gp120 
et gp41 à la surface du VIH-1 avec 
trois protéines de gp120 et trois 
protéines de gp41 qui interagissent 






I.3.1.2 -  La glycoprotéine Gp120  
 
 La glycoprotéine d’enveloppe gp120, aussi appelée protéine de surface, est 
une protéine de 120 kDa fortement glycosylée. Cette glycosylation lui permet d’agir 
comme ligand d’attachement pour rapprocher le virus des cellules cibles (32). En 
effet, les carbohydrates de la gp120 permettent l’interaction du virus avec les 
récepteurs spécifiques sur les cellules cibles comme DC-SIGN ou MBP. 
  La gp120 se compose d’un domaine interne et d’un domaine externe, liés 
entre eux par un pont de liaison (40, 41). Le domaine interne, peu glycosylée, est 
principalement constitué de cinq régions conservées C1 à C5. Les régions 
conservées C1 et C5 permettent l’interaction avec gp41. Le domaine externe, 
largement glycosylé contient les régions variables V1 à V5. Ces régions variables 
forment des boucles stabilisées par des ponts disulfures. Les boucles dites variables 
V1, V2 et V3 jouent un rôle important dans l’interaction avec les corécepteurs (42).  
 La structure cristallographique de la gp120 du VIH-1 n’a pu être déterminée 
que sous forme de complexes CD4-gp120 alors que celle de la gp120 du SIV a pu 
être déterminée sous forme libre (42-44). La comparaison des structures 
cristallographiques de la gp120 libre ou liée à la molécule CD4 ont permis de mettre 
en évidence le site de liaison de la gp120 au CD4. Ce site est situé au niveau de la 
dépression centrale entre les domaines interne et externe et le pont de liaison.  
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 La cristallographie a aussi mis en évidence le changement de conformation du 
domaine interne après liaison de gp120 au CD4, notamment au niveau du site de 
liaison à la gp41, ainsi qu’un changement de conformation du site de liaison au 
corécepteur. En effet, le site de liaison au corécepteur, localisé principalement au 
niveau de la boucle V3 et au niveau du pont de liaison n’est exposé qu’après ce 
changement de conformation. La région V3, cruciale donc pour l’interaction avec le 
corécepteur (45, 46), est une région d’environ 35 acides aminés composée d’un 
segment N-terminal (acides aminés 1 à 10) comportant un site de glycosylation 
(acides aminés 6 à 8), un segment intermédiaire (acides aminés 11 à 25) qui 
constitue une épingle à cheveux entre deux feuillets bêta antiparallèles  et un 
segment C-terminal (acides aminés 26 à 35) en α-hélice. La région V3 forme une 
boucle grâce au pont disulfure entre deux cystéines conservées (positions 296 et 
331 de la gp120HXB2), boucle dans laquelle les résidus 11 et 25, qui jouent un rôle 
important dans l’interaction avec les corécepteurs, sont très proches spatialement 
(45).  
 
Figure 14 : Structure de la gp120 du VIH-1 et modélisation tridimensionnelle de la gp120 
avec en a) le schéma de gp120 avec les sites de glycosylation, en b) et c) deux 
représentations de la structure de la gp120 avec les boucles V2 et V3 et domaine interne 




 La protéine gp120, par son interaction avec le récepteur CD4 et les 
corécepteurs CXCR4 et CCR5,  joue donc un rôle essentiel dans l’entrée en 
permettant l’initiation de la fusion contrôlée par gp41. 
 
I.3.1.3 - La protéine Gp41 
 
 La protéine gp41 est une protéine transmembranaire de 41 kDa qui est  
localisée à la surface du virus et qui interagit de manière non covalente avec la 
gp120. Cette protéine possède trois domaines : un domaine interne situé à l’intérieur 
du virus (endodomaine en C-terminal), un domaine transmembranaire qui permet 
son ancrage à l’enveloppe virale, un domaine situé à la surface du virus nommé 
ectodomaine. Le domaine interne comprend essentiellement deux peptides appelés 
peptides lytiques des lentivirus, LLP-1 et LLP2. Ces peptides serviraient entre autres 
à limiter la fusogénicité de la membrane durant la maturation des glycoprotéines 
d’enveloppe (47). L’ectodomaine comporte trois régions : un domaine Heptad Repeat 
I (HRI ou NHR), un domaine Heptad Repeat II (HRII ou CHR) et un peptide de fusion 
(FP). Ces trois régions sont cruciales pour la fusion et l’entrée du virus.   
  
Figure 15 : Représentations des différents domaines de gp41 : le domaine interne en 
orange, le domaine transmembranaire et les régions HR1 ou NHR et HR2 ou CHR de 
l’ectodomaine de gp41 en bleu (d’après Jacobs, Garg et al, 2008). 
 
 En effet, le FP permet d’ancrer la partie N-terminale de la gp41 dans la 
membrane de la cellule  suivant un modèle semblable à celui utilisé par le domaine 
HA2 de l’hémagluttinine du virus Influenza (48). Cela permettant alors l’interaction 
des domaines HRI et HRII. Ces deux domaines comportent des régions répétées et 
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englobent de nombreux sites d’interaction l’un pour l’autre  et interagissent donc 
ensemble pour former un complexe en hélice α (49). Cela permet le rapprochement 
des membranes virale et cellulaire (50). Ces membranes vont fusionner pour former 
un pore de fusion à travers lequel le matériel viral est injecté. 
 
 
Figure  16 : Modélisation du complexe HRI-HRII avec HRI à l’intérieur (vert) et HRII à 
l’extérieur (en bleu) 
 
 
I.3.2 - Les récepteurs et corécepteurs  
 
I.3.2.1- La protéine CD4 
 
 La protéine CD4 appartient à la superfamille des immunoglobulines. Elle fait 
55 kDa et contient plusieurs domaines : un domaine cytoplasmique, un domaine 
membranaire et 4 domaines extracellulaires distincts (D1 à D4) stabilisés par des 
ponts disulfures. Le CD4 est le récepteur cellulaire principal du VIH-1 (51). Il est 
exprimé à la surface de nombreuses cellules dont les LT auxiliaires et en plus faible 
quantité sur les macrophages et les cellules dendritiques. La liaison du virus avec le 
récepteur se fait par le domaine  D1 plus précisément sa région CDR2 (région de 12 






                
     Figure 17 : Cristallographie des domaines D1 et 








I.3.2.2 - Les corécepteurs : les récepteurs aux chimiokines 
 
  Il a été démontré en 1986 que le VIH-1 nécessite le CD4 mais aussi un 
corécepteur pour infecter les cellules cibles (53). Ce corécepteur a plus tard été 
identifié comme non pas un mais principalement 2 récepteurs aux chimiokines: 
CCR5 et CXCR4 (54, 55). 
 Les récepteurs aux chimiokines sont des récepteurs à sept domaines 
transmembranaires couplés aux protéines G (CPRGs). Ils ont une extrémité 
N-terminale extracellulaire, et 3 boucles extracellulaires (E1, E2, et E3) formées entre 
les passages transmembranaires successifs. Les domaines de liaison à la gp120 





Figure 18 : Modèle structural d’un récepteur aux 
chimiokines avec les sept domaines 








I.3.2.2.1 - La protéine CCR5  
 
 Le récepteur CCR5 est donc un des corécepteurs du VIH-1. C’est un 
récepteur aux chimiokines impliqué dans le chimiotactisme des cellules du système 
immunitaire vers les sites inflammatoires au sein des tissus. Ses ligands naturels 
sont MIP-1α (CCL3) et son variant LD78β, MIP-1β (CCL4), RANTES (CCL5), et 
MCP-2 (CCL8) (56). Il est exprimé sur les LT mémoires ainsi que les macrophages 
tissulaires, les cellules dendritiques et plus faiblement sur les LT naïfs (57, 58). 
Le récepteur CCR5 interagit avec la gp120 du VIH-1 après son interaction avec CD4 
et permet le changement de conformation de gp120, dévoilant ainsi la  gp41 qui peut 
alors initier la fusion. 
 Il existe plusieurs polymorphismes du gène CCR5, notamment le 
polymorphisme delta 32 qui se caractérise par la délétion de 32 paires de bases 
conduisant à la synthèse d’une protéine tronquée qui n’est alors pas exprimée à la 
surface des cellules (59). Ce polymorphisme, sous sa forme homozygote, se 
retrouve chez 1% de la population caucasienne. Les personnes delta32 sont 
naturellement protégées contre l’infection par le VIH-1 R5 tropique mais pas contre 
les virus X4 tropique ou dual tropique (60-62).  
 Les personnes hétérozygotes delta32, plus nombreuses,  ne sont pas, quant à 
elles, protégées contre l’infection par les virus R5 tropique. Néanmoins, la majorité 
de ces patients ne développent pas rapidement la maladie démontrant un rôle 
important de CCR5 dans l’infection et la pathogenèse du VIH-1.  
 
Figure 19 : Schéma du récepteur CCR5 avec les sept domaines transmembranaire ainsi que 
le site de délétion delta 32 (Bardi, 2004). 
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 Des niveaux d’expression différents de CCR5 ont été rapportés d’une 
population à l’autre. Cette hétérogénéité est expliquée par des facteurs génétiques et 
environnementaux. Ces différences d’expression modulent différemment l’infection et 
l’évolution vers le stade SIDA (59, 63). 
 
I.3.2.2.2 - La protéine CXCR4 
 
 Un autre corécepteur du VIH-1 est la protéine CXCR4. Le récepteur CXCR4 
est aussi un récepteur aux chimiokines. Il a pour ligand la molécule SDF-1α aussi 
nommée CXCL12. Ce récepteur joue un rôle important dans le chimiotactisme des 
LT vers les sites d’infection et aussi au cours de la thymopoïèse. Il est exprimé 
principalement au niveau de LTCD4 naïfs et plus faiblement sur les LT mémoires 
centraux et effecteurs ainsi que sur les macrophages et les cellules dendritiques (64). 







Figure 20 : Modèle structural du CXCR4 avec les 
7 domaines transmembranaire et le domaine 












I.3.2.3  - Les autres corécepteurs 
 
 Plusieurs autres corécepteurs ont été décrits principalement in vitro pour le 
VIH-1 comme CCR2β, CCR3 et CCR8. Ces récepteurs sont exprimés au niveau des 
LTCD4, des macrophages, des cellules dendritiques et des Natural killer. Le VIH-1 
utiliserait ces corécepteurs à une moindre échelle que CCR5 et CXCR4. 
 
 
I.3.3 - L’entrée du VIH-1  
 
 L’entrée du VIH-1 est la première étape du cycle viral. C’est une étape clef : 
en effet, tout blocage de celle-ci conduit à une inhibition du cycle viral. 
 L’entrée débute par l’adsorption des particules virales à la surface des 
cellules. Cette adsorption se fait via des héparans sulfates, des récepteurs aux 
mannoses, l’intégrine α4β7 ou des lectines de type C comme DC-SIGN qui 
interagissent principalement avec la gp120 (17, 65). D’autres molécules d’adhésion 
de l’hôte sont aussi impliquées dans l’adsorption du virus. En effet lors de son 
bourgeonnement, le VIH-1 emporte dans son enveloppe des molécules cellulaires 







Figure 21 : Schématisation de 
l’adsorption du VIH à la surface 






I.3.3.1 - L’interaction de la protéine gp120 avec le récepteur CD4  
 
 Une fois le VIH-1 adsorbé sur la cellule, la protéine gp120 peut alors interagir 
avec son récepteur la protéine CD4. En effet, il a été démontré, après l’isolement du 
VIH-1,  que ce virus présentait un tropisme sélectif pour les cellules exprimant le 
récepteur CD4 tels que les LTCD4 et les macrophages. L’implication du CD4 a été 
confirmée par l’utilisation d’anticorps anti-CD4 (monoclonaux bloquants) tels que 
leu3a ou OKT4A. En effet, la présence de ces anticorps inhibe l’infection virale (67-




Figure 22 : Représentation schématique de l’entrée du VIH-1 (d’après Dooms et Moore, 
2000) 
 
 Cette interaction nécessite la présence de nombreux trimères de gp120 et 
dépend de la densité des CD4 à la surface des cellules cibles. La protéine gp120 
interagit avec le domaine D1 de CD4. Cette interaction induit un changement de 
conformation de gp120 et a pour conséquence le déploiement de la boucle V3 grâce 






Figure 23 : Schéma représentatif de la gp120 avant et après sa liaison avec le CD4 et 
l’apparition du domaine de liaison au corécepteur (Prabakaran et al. , 2007) 
  
 Si CD4 est le récepteur principal du VIH-1, il a été démontré que le galactosyl 
céramide (GalC) pouvait servir de site de liaison principal du VIH-1 au niveau des 
cellules épithéliales du colon et du vagin et des cellules gliales et neuronales du 
cerveau aboutissant aussi au dévoilement de la boucle V3. 
 
I.3.3.2 - L’interaction de la protéine gp120 avec les corécepteurs CCR5/CXCR4  
 
 La troisième étape de l’entrée est donc l’interaction Gp120 avec ses 
corécepteurs.  La mise en évidence de la nécessité de corécepteur pour l’entrée du 
VIH-1 s’est faite dix ans après la découverte du récepteur CD4. Cela est parti de 
l’observation que des facteurs solubles produits par les LTCD8 inhibent la réplication 
virale dans des LTCD4 infectés par VIH-1. Après l’étude de ces surnageants, les 
chimiokines RANTES, MIP-1 et MIP-1β ont été identifiés comme étant les 
principaux facteurs suppresseurs produits par les LTCD8 (71).  Les chimiokines sont 
une famille de cytokines de faible poids moléculaire ayant des effets chimiotactiques 
et exercent leurs effets biologiques en se liant à des récepteurs exprimés à la surface 
des cellules-cibles. RANTES, MIP-1α et MIP-1β se lient au récepteur CCR5. Ces 
chimiokines ont donc été caractérisées comme capables de bloquer la réplication 
d’isolats R5 tropiques mais pas X4 tropiques (72). Cela a donc permis de prouver 
que le VIH-1 utilise le récepteur de ces chimiokines : CCR5 comme corécepteur pour 
pénétrer dans les cellules. Plus tard des chimiokines pouvant inhiber le virus X4 
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tropiques ont été identifié (SDF-1α) mettant ainsi en évidence le rôle d’autres 
récepteurs à chimiokines comme CXCR4 (73). 
 L’exposition du domaine V3 de gp120 permet l’interaction de cette dernière 
avec CXCR4 ou CCR5. Les sites d’interactions avec les corécepteurs sont localisés 
principalement au niveau de la boucle V3 mais aussi au niveau des boucles V1-V2 et 
du pont de liaison qui correspond à des résidus conservés des régions C1, C2, C3 et 
C4.  Cette interaction est nécessaire d’une part pour induire un nouveau changement 
de conformation conduisant au dévoilement des domaines externes de gp41 et 
d’autre part pour poursuivre le processus de fusion. En effet, il a été décrit qu’il fallait 
4 à 5 molécules de CCR5 ou CXCR4 ainsi que plusieurs molécules de CD4 pour 




Figure 24 : Interaction de la gp120 avec CCR5 avec en a) la liaison moléculaire entre la 
gp120 et CD4 ainsi que la gp120 et CCR5 et en b) le détail de l’interaction entre CCR5 (en 
violet) et la région V3 (orange) de la gp120 (d’après Huang et al, 2007) 
 
I.3.3.3 -  Les signalisations induites par les interactions gp120-CD4 et gp120-
CCR5/CXCR4 
 
L’interaction gp120-CD4 et gp120-corécepteurs entraîne une signalisation 
cellulaire par le récepteur de chimiokines impliqué (CCR5 ou CXCR4), notamment 
par les protéines G associées aux récepteurs à 7 domaines transmembranaires 
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(GPCRs) dont font partie CCR5 et CXCR4. Du fait de sa nature oligomérique, la 
gp120 induit un regroupement des molécules CD4 et des corécepteurs à la surface 
de la cellule cible. La liaison gp120-corécepteur induit une augmentation du flux 
calcique dans la cellule stimulée (75). Il a récemment été montré qu’un nombre très 
réduit de virions était suffisant pour induire un flux calcique dans la cellule cible après 
stimulation des corécepteurs par la gp120 exprimée à la surface des virions (76). La 
voie des MAPKinases est aussi activée par la liaison de la gp120 à CCR5 mais 
également via CXCR4 (77, 78). Cette voie peut en cas d’activation de ERK conduire 
à une augmentation de la prolifération cellulaire. L’activation des kinases p38 et JNK 
pourrait également augmenter la transcription du VIH-1 via des facteurs de 
transcription comme NF-κB (79). Enfin, ces voies de signalisation peuvent également 
induire la sécrétion de cytokines participant au recrutement et à l’activation de 
cellules cibles du VIH-1. Ces voies de signalisation activatrices pourraient donc 
faciliter la réplication du VIH-1 en augmentant la susceptibilité à l’infection des 
cellules cibles ainsi que la production virale des cellules infectées. Par ailleurs, la 
liaison gp120- corécepteurs peut activer des voies de signalisation via les kinases 
PYK2 et FAK  ainsi que les PKC et réguler ainsi la migration cellulaire et les 
réarrangements du cytosquelette (80-82). Les PKC activés suite à l’interaction 
gp120-corécepteurs vont d’une part faciliter l’entrée en phosphorylant IκB et activer 
la transcription en stimulant NF-κB (83-85). Enfin, l’interaction gp120-corécepteur 
peut activer des voies de signalisation impliquées dans la balance survie/apoptose. 
La voie antiapoptotique PI3K Akt/PKB peut être activée par la liaison gp120-
corécepteur. Cependant, la liaison gp120/CD4/corécepteur, en particulier avec 




Figure 25 : La liaison de la gp120 sur CCR5 active les voies de signalisation Raf/MEK/ERK, 
p38, ou JNK, susceptibles d’induire des facteurs de transcription tels que NF-κB et ainsi de 
favoriser la prolifération cellulaire, la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et la 
réplication virale (A). La liaison de la gp120 sur CXCR4 peut activer les voies de 
signalisation FAK/PYK2 et SRC  et stimule la polymérisation de l’actine et l’adhésion 
cellulaire (B) (Sodhi et al., 2004) 
 
1.3.3.4 -  L’étape de fusion  
 
 Une fois la gp41 dévoilée, l’étape de fusion peut alors débuter. C’est une 
étape régie par Gp41 qui débute par l’ancrage du peptide de fusion, situé en N-
terminal de l’ectodomaine de Gp41, dans la membrane de la cellule cible. Ce 
mécanisme est semblable à celui décrit pour l’hémagglutinine du virus Influenza mais 
est pH indépendant (88). Les domaines HRI et HRII de gp41, décrits précédemment, 
vont alors pouvoir interagir ensemble pour former un complexe (50, 89). Cette 
structure, déterminée par cristallographie, correspond à un complexe hexamèrique 
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en α-hélice où les régions HRI et HRII sont orientées de façon antiparallèle 
L’interaction des domaines HRI et HRII est permise grâce à la fixation du domaine 
HRII dans la cavité hydrophobe du domaine HRI. Cette interaction fait intervenir trois 
acides aminés de HRII dits essentiels. Ces 3 résidus, se projetant dans la cavité de 
HRI, correspondent aux tryptophanes 628, 631 et à l’isoleucine 635. Il a été montré 
que la mutation d’un de ces résidus en alanine s’accompagne d’une perte de 
l’interaction du domaine HRII avec le domaine HRI (90, 91).  
 
Figure 26 : Représentation de l’interaction entre les domaines HR1 (gris) et HR2 (mauve) de 
la gp41 avec en agrandissement l’interaction entre les acides aminés essentiels (en rouge) 
de HRII avec la poche hydrophobe de HRI (d’après Chan, Chutkowski et al, 1998). 
  
L’interaction des deux domaines permet le rapprochement des membranes 
virale et cellulaire qui vont ensuite fusionner.  Le processus de la formation d’un pore 
de fusion n’est pas encore élucidé mais des études semblent démontrer que ce pore 
se forme au niveau de rafts lipidiques (92). La capside virale est ensuite injectée à 




Figure 27 : Etape de fusion : insertion du peptide de fusion dans la membrane cellulaire, 
formation du complexe HRI-HRII, rapprochement des membranes cellulaire et virale, 
formation du pore de fusion et injection du matériel viral à travers le pore (d’après Permanyer 
et al. ,2011). 
 
 Des études récentes ont démontré que l’entrée ne se faisait pas uniquement à 
la surface de la membrane. En effet le virus peut passer d’une cellule à l’autre via 
des synapses virologiques (93), la formation de filaments transportant le virus 
(transcytose) ou via endocytose dynamine dépendante ou macropinocytose (13, 94-
96). Tous ces mécanismes nécessitent néanmoins l’initiation et l’aboutissement de la 
































































I.5.1 - Les traitements actuels 
 
 Depuis la découverte du VIH-1, beaucoup de travaux se sont focalisés sur le 
développement d’inhibiteurs du VIH-1 capables d’interférer avec le cycle viral à 
différentes étapes ou à la caractérisation des facteurs de restrictions tels 
qu’APOBEC3G(97) ou SAMHD1(16, 25). Toutes les étapes cruciales du cycle viral 
que cela soit l’entrée, la réplication, l’intégration, le bourgeonnement peuvent être 
des cibles d’inhibiteurs. Les thérapies actuelles ciblant principalement la reverse 
transcriptase, l’intégrase et la protéase virale ont donné naissance à la thérapie 
antirétroviale hautement active ou Highly Active Antiretroviral Therapy (HAART). 
 
 




I.5.1.1 - La Highly Active Antiretroviral Therapy (HAART) 
 
 Le traitement de l’infection par le VIH-1 a beaucoup évolué ces deux dernières 
décennies avec tout d’abord la mise sur le marché d’une monothérapie basée sur 
l’AZT (98) une bithérapie puis finalement à une trithérapie nommée HAART. La 
HAART se définit par un traitement comprenant au moins trois antirétroviraux, avec 
en général deux inhibiteurs nucléosidiques (NRTI) de la RT et un inhibiteur non 
nucléoside de la RT (NNRT) ou un inhibiteur de la protéase (PI).  La HAART permet 
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l’inhibition de la réplication virale, conduisant à la diminution de la charge virale et 
empêche l’apparition rapide de souches virales résistantes. 
 Ce traitement antirétroviral efficace permet, en inhibant la réplication virale, de 
garder un niveau stable de LTCD4 et donc de retarder la progression vers le stade 
SIDA. La HAART est administrée, en France, chez les personnes infectées dès que 
le nombre de LTCD4 devient inférieur à 350 cellules par µL de sang et peut être 
recommandé chez les personnes dont le nombre de LTCD4 est compris entre 350 et 
500 cellules par µL. Grâce au contrôle de la charge virale, ce traitement a un fort 
impact sur la  transmission du VIH-1. Ce type de résultat a été clairement approuvé 
chez la femme enceinte infectée. Le traitement avant l’accouchement permet de 
diminuer fortement la transmission verticale mère enfant du VIH-1. 
 
Tableau 5 : Différentes classes des composants de la HAART, avec leur date de mise sur le 
marché et leur mode d’action. 
  
Cependant, cette thérapie est loin d’être la plus efficace puisqu’elle n’éradique 
pas le VIH-1(99). Elle doit être poursuivie même avec une charge virale indétectable 
car l’arrêt du traitement conduit, dans la majorité des cas, à une augmentation de la 
charge virale et à l’apparition de souches résistantes.  
 Un espoir serait de traiter efficacement toutes les personnes infectées dans le 
monde par le VIH-1. Les conséquences de cette stratégie seraient une diminution de 
la charge virale qui permettrait de diminuer la transmission du VIH-1 et à terme de 
l’éradiquer. Des modèles mathématiques suggèrent une très forte diminution de la 
transmission dès quelques semaines de traitement. Malheureusement la limitation 











Figure 29 : les cibles des traitements 











 De plus il existe des patients chez qui la HAART n’est pas efficace et ne 
permet pas de contrôler la réplication virale. Ces échecs thérapeutiques sont 
expliqués par la non-adhérence au traitement, l’apparition rapide de virus résistants 






Tableau 6 : Les inhibiteurs actuellement 
utilisés lors de la HAART avec leur nom et la 





I.5.1.2 - Le premier médicament prophylactique : le Truvada® 
 
 Le Truvada® est une combinaison de 300 mg de tenofovir® (NRTI) et 200 mg 
d’emtricitabine® (100). C’est le premier médicament prophylactique approuvé par la 
FDA (101). En effet, il est destiné, entre autres, pour une utilisation chez les 
personnes séronégatives à risque car les essais ont démontré que la prise 
journalière de Truvada® pouvait protéger ces personnes contre l’infection par le VIH-
1(102). Néanmoins, la prise de Truvada® ne doit pas supplanter l’utilisation de 
préservatifs mais être utilisée en parallèle pour diminuer davantage les risques 
d’infection par le VIH-1. 
 
I.5.2 - Les essais de vaccination 
 
 La totalité des vaccins dirigés contre des infections virales disponibles sur le 
marché induisent la sécrétion par l’organisme d’anticorps neutralisants et/ ou activent 
une réponse cellulaire cytotoxique antivirale. Néanmoins dans le cas du VIH-1, si des 
anticorps neutralisants peuvent être décelés chez des sujets séropositifs, ils 
empêchent l’évolution de l’infection uniquement chez une très faible proportion des 
personnes VIH+. Il reste donc la réponse cellulaire médiée par les lymphocytes T 
CD8 (LTCD8) qui est  certes incapable d’éradiquer le VIH mais est néanmoins 
susceptible de contrôler sa réplication. En effet, plus la réponse LTCD8 est 
importante, plus la charge virale est basse et moins la maladie évolue. Le rôle 
important de la réponse LTCD8 a été documenté dans le modèle SIV/Macaque. En 
effet l’élimination préalable des lymphocytes T chez les macaques conduit à un non 
contrôle de la charge virale durant la primo-infection et à une évolution rapide de la 
maladie vers le stade SIDA. Le débat sur l’importance de la  réponse anticorps 
neutralisants et de la réponse LTCD8 est toujours ouvert, bien que récemment un 
consensus semble se dessiner et prône le développement d’un vaccin basé sur 
l’induction d’anticorps neutralisants et de LTCD8.  
 Parmi les  vaccins susceptibles d’induire une réponse cellulaire, on retrouve 
les vaccins vivants atténués (exemple : vaccin antipoliomyélitique oral).  S’ils sont 
d’excellents immunogènes, ces vaccins posent le problème d’un possible retour à la 
virulence du microorganisme. L’utilisation de virus atténué ou inactivé comme vaccin 
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n’est donc pas envisageable dans le cadre de l’infection VIH. Il a été nécessaire de 
réfléchir à la mise au point de nouveaux vaccins permettant d’obtenir une réponse 
cellulaire. Les essais ont donc consisté à utiliser un virus vivant non pathogène 
comme les adénovirus que l’on a modifié pour lui faire exprimer des protéines du VIH 
d’une part ou de couples les protéines virales à un lipide (lipopeptide, ANRS) d’autre 
part.  
 Trois essais de phase II/III ont été menés au niveau international. Le premier 
essai a été l’AIDSVAX avec 5400 participants Américains et 2500 participants 
Thaïlandais. L’AIDSVAX est un vaccin composé uniquement de la protéine gp120 
(sous-type B du VIH) et avait pour but de stimuler la réponse anticorps anti-VIH-1. 
Cependant cet essai a été arrêté en 2003 car il n’avait aucun effet bénéfique sur les 
deux groupes des participants (103). 
 Le deuxième essai est l’essai STEP. Cet essai était basé sur l’utilisation d’un 
candidat vaccin à base d’adénovirus  recombinant exprimant les protéines Gag, Pol 
et Nef du VIH-1. Malheureusement et de manière encore non totalement expliquée, 
le nombre de volontaires infectés par le VIH en cours de cet essai s’est avéré 
supérieur dans le groupe ayant reçu le vaccin comparativement au groupe placebo. 
Par ailleurs, aucun effet du vaccin sur le niveau de la charge virale chez les 
volontaires infectés durant l’essai n’a pu être observé (104). 
 L’essai le plus prometteur reste l’essai Thaï ou RV144. En effet cet essai 
repose sur l’utilisation de deux candidats vaccins administrés de manière 
séquentielle : l’Alvac-HIV (vecteur dérivé du canarypox virus qui exprime les 
antigènes gag/protéase de clade B ainsi que  l’enveloppe gp120 de clade E associée 
à la partie transmembranaire de la gp41 de la souche LAI) et le VaxGen (deux 
protéines de gp120 solubles clade B et clade E associé à 600 µg d’adjuvant d’Alum): 
le premier induisant une réponse de type cellulaire et le second une réponse 
humorale (105). Cet essai a montré une efficacité de la stratégie vaccinale avec une 
diminution de 31,2% des cas d’infections chez les volontaires ayant reçu le vaccin 
comparativement à ceux ayant reçu un placebo (106).  
 Ces deux essais ont permis de démontrer la nécessité d’utiliser des stratégies 
d’utilisation de manière séquentielle des vecteurs différents induisant ainsi à la fois 
une réponse cellulaire et humorale.  L’essai Thaï reste une avancée même s’il ne 
peut être encore utilisé comme vaccin mais démontre que l’on peut diminuer le 
nombre d’infection par vaccination.  
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 Cela démontre qu’il est donc important de continuer à chercher de nouvelles 
thérapies et vaccins contre le VIH-1 afin de contourner les effets secondaires et de 
trouver le moyen de diminuer la charge virale d’une manière constante évitant ainsi 
les nouvelles infections.  
 
Tableau 7 : Les stratégies vaccinales contre le VIH-1 (AiDES.org) 
 
 Un des axes de recherches thérapeutiques contre le VIH-1 est le 
développement d’inhibiteurs de l’entrée du VIH-1. En effet, l’entrée étant une étape 
cruciale, tout blocage de cette étape bloque l’infection virale. Le virus ne peut ni se 
répliquer ni entrer dans la cellule. Les inhibiteurs de l’entrée peuvent être de trois 








I.5.3 - Les inhibiteurs de l’entrée 
 
I.5.3.1 - Les inhibiteurs chimiques  
I.5.3.1.1 - Les molécules inhibant l’interaction gp120-CD4 
 
 Parmi les premières molécules inhibitrices développées on retrouve les 
molécules qui inhibent la fixation de Gp120 à son récepteur CD4 tels que le BMS-
378806 (107) et le BMS-488043 (108). Ces deux molécules se fixent sur gp120 
inhibant sa fixation à CD4 et donc l’entrée. Elles sont actives à des concentrations 
de l’ordre du nM. Ils se fixent de la même manière sur gp120 R5 tropique et X4 
tropique. Le développement du BMS7806 a été arrêté rapidement à cause d’un 
manque d’activité in vivo. Le BMS-488043 semble plus prometteur, il présente une 
bonne activité antivirale in vivo et peu d’effets secondaires.(109) 
 Des molécules se fixant sur le CD4 ont aussi été développées telles que le 
NSC 13778. Cette molécule se fixe aux domaines D1 et D2 du CD4 et empêche sa 
fixation à Gp120. Elle inhibe les virus R5 tropiques et X4 tropiques avec une IC50 de 
l’ordre du µM (110). Cette molécule est encore en développement. 
 Enfin il existe une dernière catégorie de molécules qui agit cette fois 
indirectement en modulant négativement l’expression de CD4 à la surface des 
cellules telles que le macrocycle cyclotriazadisulfonamide (CADA). Cette molécule 
agit à des concentrations de l’ordre du µM et a une activité réversible (111). Elle est 
encore en développement notamment pour une utilisation en tant que microbicide 
(112). 
 
Figure 30 : Exemples de molécule 
bloquant l’interaction gp120-CD4 








I.5.3.1.2 - Les antagonistes du CXCR4 
 
 Il existe de nombreuses molécules ciblant les récepteurs à 7 domaines 
transmembranaires couplés aux protéines G dont font partie le CCR5 et CXCR4. 
Néanmoins très peu de molécules ciblant le CXCR4 sont à l’étude. En effet ce 
récepteur est vital contrairement au CCR5. En effet, l’absence ou mutation du 
CXCR4 est fatale pour l’homme, en effet ce récepteur joue un rôle important à la fois 
durant l’embryogénèse mais aussi à l’âge adulte en régulant l’hématopoïèse. 
Cependant plusieurs voies de blocage du CXCR4 sont étudiées.  
 La première molécule développée est l’AMD 3100 qui est un antagoniste fort 
du CXCR4 (113). Les recherches sur cette molécule se sont arrêtées en essai 
clinique dues aux effets cardiovasculaires néfastes de l’AMD 3100 (114, 115). Les 
recherches s’orientent actuellement vers un dérivé de l’AMD 3100 : l’AMD 070 (ou  
AMD11070)(116). Cette molécule est actuellement à l’essai en phase clinique. Elle 
semble démontrer des capacités d’inhibition similaire à celle de l’AMD 3100 et n’est 
pas encore approuvée par la FDA (116). 
 D’autres inhibiteurs sont étudiés actuellement tels que le KRH-3955(117)  et le 
KRH-1636. Ce dernier a une activité antivirale supérieure à celle de l’AMD 070 et 
semble inhiber les virus X4 tropique mais aussi dual tropique (118) 
 
 Figure 31 : Exemple de 
molécules antagonistes du 
CXCR4 (d’après Tilton J.C. et 
R.W. Doms, 2010) 
 
 
I.5.3.1.3 - Les antagonistes du CCR5 
 
 Les molécules les plus étudiées actuellement sont les molécules antagonistes 
du CCR5. En effet, les virus R5 tropiques étant majoritaires lors des primo-infections 
et les personnes CCR5 delta32 étant en bonne santé et résistantes à l’infection par 
le VIH-1 R5 tropiques, plusieurs molécules ont été développées afin d’inhiber la 
fixation de gp120 au corécepteur CCR5. Parmi ces molécules ont retrouve le 
vicriviro c(119), l’aplaviroc® (GW-873140) (120) et le maraviroc® (UK-427857) (121, 
122). Ces molécules se lient  principalement aux poches hydrophobes inhibant la 
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fixation de gp120. Ces molécules inhibent d’une part la réplication virale chez 
l’homme et semblent montrer une efficacité contre la transmission vaginale du SIV 
chez le macaque.  
 Seul le Maraviroc, ayant une IC50 de l’ordre du nM et ayant reçu l’autorisation 
de mise sur le marché en Europe (123) et aux Etats-Unis (2007), est actuellement 
utilisé en thérapie chez les patients en échec thérapeutiques. Ce traitement 
constitue une grande avancée puisque le Maraviroc est la première molécule anti-
VIH-1 ciblant une protéine cellulaire qui a été mis sur le marché. De plus, le 
Maraviroc a aussi reçu récemment l’autorisation d’utilisation en première ligne de 
traitement. Le Maraviroc est encore en cours d’amélioration. Une nouvelle version 
appelée compound 2 est actuellement étudiée. Le Maraviroc compound 2 a une 
activité antivirale améliorée puisqu’il a une IC50 inférieure à 0,1nM, un profil 
pharmacologique identique au Maraviroc tout en étant actif contre les virus 
résistants au Maraviroc (124). 
Figure 32 : Exemples de 
molécules antagonistes du 
CCR5 (d’après Tilton J.C. et 
R.W. Doms, 2010) 
 
 Une autre molécule antagoniste du CCR5 est le TAK-779(125). Cette 
molécule développée par Takeda Pharmaceutical avait pour objectif d’être utilisée 
en  thérapie par voie intraveineuse. Néanmoins, son développement a été arrêté 
suite aux réactions locales au niveau des sites d’injections. Suite à ces effets 
secondaires, une nouvelle molécule a été développée. Cette molécule, TAK-220, a 
été découverte par screening à large spectre. Elle est actuellement en cours d’étude 
(126).  
I.5.3.1.4 - Les molécules inhibant la gp41 
  
 Il existe très peu d’études sur des petites molécules inhibant la gp41. On 
retrouve néanmoins l’ADS-J1 (127). Cette molécule se fixe dans la cavité du HRI  
empêchant la fixation du domaine HRII. Elle bloque ainsi la formation du complexe 
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HRI-HRII empêchant ainsi la fusion des membranes virale et cellulaire et par 
conséquent l’entrée du virus (128). Cette molécule semblerait aussi agir en 
interagissant avec la gp120 (129). Cette molécule est intéressante de par sa petite 
taille et  la possibilité d’une administration par voie orale. Son développement reste 
néanmoins au stade d’essai clinique. 
 
I.5.3.2 - Les anticorps neutralisants 
 
 
 Les anticorps neutralisants anti-VIH-1 reconnaissent des épitopes de nature 
peptidique ou glycanique et sont peu nombreux lors des infections par le VIH-1. En 
effet, le système immunitaire produit beaucoup d’anticorps dirigés contre le VIH-1 en 
réponse à l’infection. Cependant ces anticorps ne sont pas bloquants en grande 
majorité. Néanmoins plusieurs anticorps neutralisants à large spectre ont été 
identifiés chez des patients séropositifs non progresseurs. Ces individus représentent 
une faible proportion de la population de séropositifs. Ces anticorps ont la spécificité 
de reconnaitre des épitopes sur les régions les plus conservées, leur permettant une 
action à large spectre, mais aussi souvent les plus inaccessibles des protéines de 
l’enveloppe virale (130). 
 
 
I.5.3.2.1 - Les anticorps neutralisants dirigés contre gp120 
 
 Parmi les premiers anticorps neutralisants monoclonaux humains décrits on 
retrouve le b12 (131) et 2G12 (132) et le VRCO1 (133). Ils sont capables de 
neutraliser un large spectre d’isolats viraux en se fixant sur la gp120  inhibant ainsi 
sa fixation au CD4.  
  L’anticorps b12 reconnaît un épitope au niveau du  site d’interaction avec le 
CD4 (131, 134).Il neutralise principalement les virus de sous type B. L’anticorps 
2G12 est spécifique d’un épitope glycanique de type mannose localisé sur la gp120 
au niveau de 3 sites de N-glycosylation (135, 136). Il neutralise 40% d’isolats 
primaires de VIH-1 mais n’a néanmoins aucun effet neutralisant sur les isolats de 
type C ou E. Cette différence s’explique par  l’absence, dans 83% des cas, du site de 
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N-glycosylation en position 295 localisé dans la partie  N-terminal de la boucle V3 
des gp120 des isolats de type C. 
 Plusieurs nouveaux anticorps monoclonaux humains ont été découverts 
récemment dont  VRCO1 et VRCO2 (133) ainsi que PG9 (137) et PG16 (138). Les 
anticorps VRCO1 et VRCO2 sont fortement neutralisants. Ils sont également dirigés 
contre le site de liaison au CD4. Ils ont été découverts par criblage des lymphocytes 
B de patients non-progresseurs. Ils sont capables de neutraliser environ 90 % des 
virus testés et présentent donc une grande avancée dans l’identification des 
anticorps neutralisants à large spectre (133). L’intérêt majeur de ce type de travail est 
double. En effet ce type d’anticorps peut être utilisé en immunisation passive et peut 
aussi aider à déterminer et modéliser les épitopes reconnus dans le but de générer 





Figure 33 : Schéma de la fixation de 
VRCO1 (bleu et vert) à la protéine virale 









 Les anticorps PG9 et PG16 ont été découverts lors d’une approche plus 
originale. En effet ces anticorps ont été découverts dans les séra d’individus infectés 
par des VIH n’appartenant pas au type B (majoritaire). Ces volontaires étaient 
originaires d’une dizaine de pays dont des pays d’Afrique subsaharienne, la 
Thaïlande, l’Australie, la Grande-Bretagne et les Etats-Unis (139, 140). Ces anticorps 
reconnaissent des épitopes au niveau des régions V1-V2 de la gp120. Ils semblent 
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efficaces à de faibles concentrations (138). Enfin, PG9 et PG16 présentent l’intérêt 
d’être particulièrement efficaces contre les souches virales présentes chez les 
patients vivants dans les pays en voie de développement, là où on compte 95% des 




Figure 34 : Schéma de la fixation de l’anticorps 






D’autres anticorps neutralisant dirigés contre la partie glycanique ont été 
découvert en 2011 (142). Ces anticorps ont été isolés à partir de patients infectés par 
le VIH-1 pour leurs fortes activités antivirales dirigées contre un large spectre de 
souches de VIH-1 (142). Parmi ces anticorps on retrouve le PGT 128. Cet anticorps 
neutralise 70% des souches circulantes du VIH-1 à des concentrations plus faibles 
que celles reportées pour les autres anticorps neutralisants anti-VIH. L’activité 
neutralisante à large spectre s’expliquerait par le fait que PGT 128 agit en se liant sur 
des motifs glycaniques fortement conservés. D’autre part, la forte activité antivirale 
s’expliquerait par le fait que le PGT 128 est capable de se fixer à des motifs 
glycaniques associés à deux sites de N-glycosylation au niveau des asparagines 301 
et 332 en même temps (143). Il pourrait donc ponter des complexes de gp120 
entraînant une inactivation de la fonction des glycoprotéines d’enveloppe suite à des 
modifications conformationnelles de structure (143). 
 
Figure 35 : Schéma de la fixation de l’anticorps neutralisant 





I.5.3.2.1  - Les anticorps neutralisants dirigés contre la gp41 
 
 Parmi  les anticorps monoclonaux neutralisants dirigés contre la gp41, on 
retrouve : le 2F5 (144) et le 4E10 (145). Le 2F5 reconnaît un épitope localisé dans 
l’ectodomaine de la gp41: 664DKW666 (146). Cet anticorps neutralise 67% des isolats 
testés mais reste sans effet sur les virus de sous-type C. Le 4E10 reconnait un 
épitope adjacent à celui du 2F5. Ces deux anticorps 
 sont inhabituels par leur capacité à lier les phospholipides. La conséquence de cette 
capacité sur leur activité antivirale n’a pas encore été élucidée. 
 
Figure 36 : Schéma de la fixation des différents anticorps neutralisants connus aux protéines 
d’entrée Gp120 et Gp41 (Burton D. R. et al., Cell Host Microbe, 2012) 
 
I.5.3.2.3 - Les travaux actuels 
  
 Il a été montré que le transfert passif d’anticorps monoclonaux neutralisants 
était capable de protéger efficacement le singe contre le virus chimérique SHIV, y 
compris par voie vaginale (147, 148). De plus, il a été démontré que l’immunisation 
de chimpanzés avec la gp120 induit une réponse immune protectrice efficace contre 
l’infection par le VIH (149, 150). Cette protection serait médiée par les anticorps 
neutralisants. Cependant ces anticorps générés, dirigés contre la boucle V3, 
procurent une protection limitée à un petit nombre de souches de VIH(150, 151).  
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 Actuellement, aucun essai utilisant les gp120, gp41 ou gp120/gp41 comme 
immunogène n’a encore été capable d’induire des anticorps neutralisants de large 
spectre. 
 L’incapacité d’induire des anticorps neutralisants de large spectre semble 
provenir des problèmes de conformation des glycoprotéines virales et de 
présentation des épitopes de neutralisation. En effet, les épitopes reconnus par les 
anticorps neutralisants à large spectre sont souvent masqués, au moins en partie, 
soit par la forte glycosylation, soit nécessitent un changement de conformation de 
gp120 pour être induits, soit ne sont présents que dans la structure quaternaire des 
formes trimériques de la gp120/gp41. 
 Plusieurs approches ont été développées pour contourner ces difficultés, 
notamment l’emploi de gp120 trimérique et amputée des boucles hypervariables V1-
V2 (152, 153), de complexes gp120-CD4 ou de gp120 liées de façon covalente à des 
mimétiques moléculaires du CD4 (154, 155), ou encore l’emploi d’hétérotrimères 
gp120/gp41 stabilisés par des ponts disulfures (156). Si les anticorps obtenus 
neutralisent certaines souches de laboratoire, ils présentent une neutralisation limitée 
contre les souches primaires (157). De plus, leur expression dans le sérum n’est pas 
toujours stable dans le temps et enfin, leur expression varie d’un modèle animal à un 
autre. 
 Dans un essai récent, des virus-like particles (VLP) ou pseudovirions  formés 
par les protéines Gag et Env du VIH-1 ont été utilisés comme immunogène (158). 
Les anticorps générés se sont révélés actifs contre plusieurs isolats primaires de 
VIH-1 mais avec une efficacité variable selon les souches. 
  Des essais ont aussi utilisé gp41 ainsi que des peptides dérivés de gp41 
comme immunogènes, comme dans le travail de Bomsel et al (159). En effet, dans 
ces travaux, cinq macaques femelles ont été immunisées, par voies intramusculaire 
et nasale, avec des virosomes contenant d’une part une forme recombinante de la 
gp41 (composée essentiellement des domaines HRI et HRII) et d’autre part du 
peptide inhibiteur P1 (aa 649-683). Six mois plus tard, ces macaques ont été 
exposés de façon répétée au SHIV (SF162P3) par inoculation vaginale. Six mois 
après la dernière infection, tous les macaques se révèlent protéger contre l’infection. 
Cette protection serait médiée par les anticorps présents dans les  muqueuses (IgG 
que IgA). Ce travail prometteur ouvre une nouvelle piste pour la recherche d’un 
vaccin contre le VIH-1 et reste à être confirmé chez les macaques mâles. 
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Les anticorps neutralisants restent donc une voie intéressante pour des 
applications  thérapeutiques en bloquant les premières étapes du cycle viral et donc 
la dissémination du virus. Des travaux récents se basent sur la production d’anticorps 
inhibiteurs chez le Lama par exemple à des fin thérapeutiques : en injection ou en 
utilisation comme microbicide. Ce type d’anticorps se caractérise par sa structure 
constituée d’un seul domaine, de sa propriété physico-chimique résistante à la 
dénaturation et le fait qu’il s’apprête grâce à leur petite taille à une production facile 
sous forme de protéines recombinante. Des travaux récents ont démontré la 
possibilité de produire, à grande échelle, des anticorps de Lama anti-Nef. Si ces 
anticorps ne sont pas à proprement dit neutralisants, ils pourraient jouer un rôle 
important dans le contrôle de l’infection (160).  
Les anticorps neutralisants sont aussi importants pour les approches 
vaccinales. En effet une des approches consiste à induire la production stable, chez 
les individus vaccinés, des anticorps neutralisants à large spectre permettant une 
protection à long terme contre l’infection par le VIH-1. Cependant un défi majeur 
réside dans la modélisation des immunogènes capables de stimuler des anticorps 
neutralisants à large spectre avec la même activité et spécificité. 
 
I.5.3.3 - Les inhibiteurs peptidiques 
 
I.5.3.3.1 - Les inhibiteurs de la fixation gp120-CD4 
 
 Parmi les inhibiteurs de l’entrée, on retrouve les peptides inhibiteurs. Ce sont 
des peptides de tailles variables mimant les séquences de protéines cellulaires ou 
virales.  
 Des peptides mimant certaines régions du CD4 ont été développés, 
notamment CD4M33. Ce peptide de 27 acides aminés est un fragment du CD4M9 
qui est une protéine obtenue en remplaçant une boucle de la charybdotoxine de 
scorpion par un analogue de la boucle du domaine CDR2 du CD4. Ce peptide agit 
comme leurre, à des concentrations de l’ordre du μM par antagonisme avec le CD4 





I.5.3.3.2 -  Les inhibiteurs de CCR5 et CXCR4 
 
 Une deuxième approche s’est focalisée sur  la modification des ligands 
naturels des corécepteurs, les chimiokines  notamment RANTES, ligand de CCR5. 
La principale approche a été la modification de la partie N-terminale afin d’obtenir 
des analogues biologiquement inactifs gardant la capacité d’interagir avec le 
corécepteur. Parmi ces inhibiteurs on retrouve l’AOP-RANTES(162), le NNY-
RANTES (163), PSC-RANTES (164), SC-RANTES, MCP1-RANTES (165)  ou Met-
RANTES (166, 167) . Ils sont actifs à des concentrations de l’ordre du pM en 
bloquant l’interaction CCR5-gp120 (167). Cependant le défaut majeur des analogues 
de chimiokines est leur capacité résiduelle à induire un signal via CCR5  et via les 
protéoglycanes de surface. Cette activité résiduelle contribue à une stimulation de la 
réplication virale par induction de l’entrée mais aussi de l’intégration du HIV-1 et par 
l’activation des LTCD4. 
 
 
Figure 37 : Exemple de chimiokines modifiées pour bloquer CCR5 (d’après Tilton J.C. 
et R.W. Doms, 2010) 
 
 En ce qui concerne les peptides bloquant les fonctions de CXCR4 qui agissent 
sur les virus X4, on retrouve le T22. Ce peptide est dérivé d’un antimicrobien naturel 
isolé chez le limule. Le T22 est composé de 18 acides aminés et  bloque l’infection 
par différents sous types de VIH-1 (168). Le T22 et son dérivé le T140 (14 aa) (169) 
agissent en se fixant au CXCR4 et inhibent donc la réplication virale mais aussi la 
fixation de SDF1- ce qui est physiologiquement non souhaitable vu l’importance de 
CXCR4 dans l’hématopoïèse.  
 
Figure 38 : Un exemple d’inhibiteurs de CXCR4 :  





 Un autre peptide développé est l’ALX40-4C (170). Il agit en bloquant l’infection 
par les virus X4 in vitro. Ce peptide a été testé chez les patients infectés avant 
l’identification des corécepteurs d’entrée mais n’a montré aucune réduction de la 
charge virale in vivo. 
 
I.5.3.3.3  - Les inhibiteurs de gp41 
 
 Parmi les peptides synthétiques les plus étudiés ont retrouve les peptides 
dérivés du domaine HRII et HRI. Ces peptides ont montré leur capacité à inhiber la 
réplication du VIH-1 in vitro et in vivo.   
 
Figure 39 : Mode d’action des peptides dérivés de HRI et HRII (Shuwen et al. , 2007) 
 
 En effet, le peptide pionnier de ce type d’inhibiteurs est le T20 (171). Il agit 
avec une efficacité de l’ordre du nM. Il a été approuvé par la FDA en 2003. Il est 
utilisé en thérapie chez les patients en échec thérapeutique (fuzeon® / enfuvirtide®) 
ou en combinaison avec les autres molécules. Le T20 est un peptide de 36 acides 
aminés dont la séquence correspond au domaine HRII de la gp41 associé à un 
domaine en leucine zipper permettant la conformation en hélice α du peptide. Ce 
peptide, contrairement aux inhibiteurs de la RT, intégrase ou protéase, agit à la 
surface des cellules, au niveau du site d’entrée, en se fixant sur le domaine HRI mais 
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aussi en interagissant avec la membrane cellulaire et ou avec une région de la gp41 
proche de la membrane empêchant ainsi le recrutement à ce niveau d’autres 
complexes gp41-membrane nécessaires à la formation du pore de fusion (172). Le 
T20 semble aussi pouvoir interagir avec gp120 en inhibant sa fixation au  
corécepteur CXCR4 (173). Le T20 est cependant de moins en moins utilisé en 
thérapie dû aux inconvénients de ce peptide. En effet, le T20 nécessite deux 
injections de 90mg par jour et les études ont démontré d’une part l’apparition de 
nodules au niveau des sites d’injection mais aussi de virus résistants au T20 (174-
177) ainsi qu’une immunogénicité anti-T20 chez les patients traités qui 
malheureusement génèrent des anticorps anti-T20 non neutralisants. Ces anticorps, 
par contre, agissent négativement en neutralisant les peptides injectés (178). 
 L’inhibiteur peptidique canonique reste néanmoins le peptide C34 (90, 179). 
Ce peptide correspond aux résidus 628-661 de la séquence native du domaine HRII 
de  la gp41 et a été mis en évidence par Chan en 1998 comme peptide inhibiteur de 
l’entrée du VIH-1 (90). Il contient  3 acides aminés dits essentiels : le tryptophane 
628, le tryptophane 631 et l’isoleucine 635. Ces trois acides aminés sont essentiels 
pour l’interaction avec la cavité hydrophobe domaine HRI et donc pour l’activité de ce 
peptide. En effet, le C34 agit  en mimant le domaine HRII de la gp41, en 
interagissant avec le domaine HRI et en inhibant la formation du complexe en hélice 
α et donc l’entrée du virus. Le C34 possède une activité inhibitrice de l’ordre du nM et 
est efficace sur un large spectre de virus dû à la grande conservation de la cavité 
HRI. Néanmoins sa faible solubilité ne permet pas son utilisation en thérapie.  
 Des peptides dérivés de HR1 ont aussi été étudiés en tant qu’inhibiteurs de la 
fusion comme le N36 (179). Cependant le peptide N36 présente une activité plus 
faible (µM) que le C34. Ce peptide forme des agrégats en solution rendant 
impossible son utilisation chez l’Homme.  
 Suite aux inconvénients du C34 et du T20,  des inhibiteurs dits de deuxième et 
de troisième génération ont été développés. On retrouve d’abord le T-1249. C’est un 
peptide de 39 acides aminés qui combine à la fois la partie C-terminale du C34 qui 
contient le domaine de fixation à la poche hydrophobe de HR1 et la partie N-
terminale du T20 qui contient la séquence conservée ELDKWA. Ce peptide présente 
des activités antivirales similaires à celles du T20 avec l’avantage d’être actif contre 
les isolats de virus résistants au T20 (180). Cependant les essais cliniques ont été 
arrêtés en 2005 suite à un problème de formulation.  On retrouve aussi le  peptide T-
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649 qui correspond à la séquence du C34 avec deux acides aminés supplémentaires 
(2 thréonines) en C-terminal.  Il interagit, comme le C34, avec HRI au niveau de la 
poche hydrophobe pour bloquer l’entrée du virus (181). Le T-649 a une activité 
supérieure à celle du T20 et semble retarder voire limiter  l’apparition d’isolats de 
virus résistants (182). Ce peptide est cependant resté en phase de test clinique. 
 D’autres approches ont donc été développées pour produire des inhibiteurs de 
l’entrée du virus. Les inhibiteurs de troisième génération sont principalement des 
analogues du C34 tels que le T-1144 et le T-2635 (183) et le P5 (184). Ce sont des 
peptides contenant entre 27 et 39 acides aminées et ayant des activités antivirales 
similaires à celle du T20. Leur grand avantage est leur efficacité contre les virus 
résistants au T20. Cependant il reste à connaitre leur solubilité et leur demi-vie ainsi 
que leur efficacité in vivo.  
 
 
Figure 40 : Séquences de différents peptides inhibiteurs actuels  




 De nouvelles approches ont  été développées dans le but d’augmenter la 
solubilité et la stabilité des peptides inhibiteurs et donc de pallier les limitations du 
T20 et du C34. Ces approches ont pour stratégie de conserver les acides aminés 
essentiels (W628, W631 et I635) et d’introduction d’acides aminés chargés 
(glutamate ou lysine) en position i et i+4  afin d’augmenter la solubilité et l’induction 
de ponts salins qui contribuent à la stabilité. Ces nouveaux peptides, tels que le 
SC34EK, ont été obtenus en mutant les acides aminés non essentiels en positions b, 
c, f et g (fig x) à l’extérieur par des acides glutamiques et des lysines(185). Ces 
peptides sont très prometteurs puisqu’ils sont 3 à 4 fois plus solubles que le C34 et 
présentent une activité antivirale meilleure que celle du C34.  De plus ces peptides 
sont actifs contre les virus résistants au T20 (186). Cependant l’ajout de nombreuses 
lysines tend à rendre ces peptides plus sensibles aux digestions enzymatiques et 
donc à les rendre moins stables in vivo. 
  
 




I.5.4 - La thérapie génique 
  
 Les thérapies géniques s’intéressent principalement au CCR5. En effet, d’une 
part l’engagement du corécepteur est indispensable à l’infection par le VIH-1, d’autre 
part, les personnes portant la mutation delta 32 sont en bonne santé et présentent 
une réponse immune normale grâce à la redondance des récepteurs aux 
chimiokines. En accord, les souris KO pour le CCR5 sont saines et ne présentent 
pas de pathologies particulières. Enfin le cas de Timothy Brown, appelé le patient de 
Berlin, a été la démonstration in vivo de l’importance de CCR5 lors de l’infection. En 
effet, ce patient séropositif et atteint d’une leucémie a subi une chimiothérapie pour 
combattre la leucémie. Suite à cette chimiothérapie, il subit une greffe de la moelle 
osseuse d’un donneur compatible delta32. Un an plus tard, la leucémie a récidivé. Le 
patient a donc subi une deuxième chimiothérapie et une seconde greffe d’un 
donneur delta32. Ces traitements ont permis à ce patient d’avoir une charge virale 
totalement indétectable (187). De plus, son taux d’anticorps anti-VIH a continué de 
baisser, ce qui ne serait pas arrivé en présence de  VIH. Ce cas démontre donc 
l’importance du CCR5 lors de l’infection par le VIH-1 et ouvre la voie aux thérapies 
géniques. 
 Deux types d’approches ont été utilisées pour diminuer l’expression du CCR5 
dans les LTCD4 et dans les précurseurs hématopoïétiques CD34+. La première 
utilise le Silencing RNA (SiRNA) ou les short hairpin RNA (ShRNA) (188-193). Les 
siRNA et shRNA interfèrent avec l’ARN messager des cellules dans lesquelles ils 
sont introduits, aboutissant à la dégradation de celui-ci et à l’inactivation de la 
protéine correspondante. Les études sur les souris sauvages et humanisées ont 
montré la faisabilité de cette approche mais les résultats en termes de contrôle de 
l’infection VIH restent être à confirmés. 
 Une deuxième approche a consisté à utiliser des nucléases type Zinc finger 
(ZF). Cette technique utilise des enzymes de la classe des ZFN qui sont des 
protéines chimériques composées d’une protéine en doigt de zinc liant l’ADN (ADN-
binding zinc finger protein (ZFP)) couplée au domaine catalytique de l’endonuclease 
de restriction à FokI (194).Elle permet de dégrader de façon ciblée l’ADN du gène du 
corécepteur CCR5 et donc de l’inactiver dans des cellules progénitrices 
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hématopoïétiques humaines, leur conférant ainsi une résistance au VIH. Cette 
technique a été récemment expérimentée sur un modèle de souris  humanisées. Ces 
souris sont capables de contrôler l’infection et la charge virale tout en maintenant un 
bon niveau de LTCD4. Après une diminution à la deuxième semaine, les 
lymphocytes TCD4 des souris CCR5- sont revenus à leur niveau de pré-infection et 
aucun virus VIH n’est détectable dans le tube digestif après 10 semaines d’infection 
(195). 
 Cette technique a aussi été utilisée ex vivo sur les cellules souches 
hématopoïétiques humaines (196).  La ZFN spécifique de CCR5 est capable de 
dégrader le gène de CCR5 dans les cellules humaines sans pour autant modifier les 
capacités de différenciation de ces cellules. La tolérance et la sécurité des LTCD4 
CCR5-ZFN est en cours d’évaluation en essais cliniques (NCT00842634). Les 
premiers résultats présentés à la CROI 2011 semblent démontrer que cette 
technique est sans danger chez les patients sous HAART et que les LTCD4 CCR5-
ZFN se développent normalement et persistent chez les patients. Néanmoins leur 
effet doit être évalué lors de l’absence de traitement par la HAART. 
 Dans une autre approche intéressante nommée Triple-R, des chercheurs ont 
essayé de cibler à la fois le CCR5, les gènes viraux tat et rev ainsi que la séquence 
virale TAR (Trans-Activating region). Dans cette approche, un shRNA ciblant l’exon 
tat/rev, une séquence piège ciblant TAR ainsi qu’un ribozyme ciblant CCR5 ont été 
introduits dans des cellules souches hématopoïétiques humaines en utilisant un 
lentivecteur. Ces cellules sont protégées de l’infection in vitro. De plus les souris 
humanisées reconstituées par ces cellules sont protégées de l’infection par le VIH-1 
(197).  L’approche Triple-R a été testée en phase clinique I sur quatre patients 
séropositifs ayant des lymphomes et devant recevoir une greffe de cellules souches 
hématopoïétiques.  Les cellules modifiées Triple-R ont été détectées chez les quatre 
patients jusqu’à 24 mois après la greffe  (198). Cependant l’impact de ces cellules 
sur l’infection n’est pas clair à cause du nombre trop faible de ces cellules mais ouvre 
la voie vers une thérapie génique à long terme pour éradiquer le VIH-1 chez les 
personnes séropositives. 
 La thérapie génique est une voie intéressante surtout pour les personnes déjà 
infectées par le VIH-1. Cependant, l’importance du CXCR4 dans les réponses 
immunitaires, l’existence de virus dual-tropique ainsi que la démonstration in vitro 
que certaines souches de VIH-1 peuvent utiliser des corécepteurs différents de 
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CCR5 et CXCR4 soulèvent les questions d’échappement viral et d’apparition de 
souches résistantes à ces thérapies géniques. 
 
I.5.5 - Les microbicides 
  
 Une des stratégies de réduction de la transmission du VIH-1 est les 
microbicides.  En effet, bien qu’aucun microbicide n’ait encore été approuvé, de 
nombreux essais de microbicides utilisant les inhibiteurs actuels du VIH-1 sont en 
cours d’études. Les microbicides sont des moyens d’inhibition localisés, 
contrairement aux autres inhibiteurs. Ils peuvent être administrés sous forme de gel, 
pellicule ou anneau vaginal. Les études démontrent que les microbicides ont une 
meilleure efficacité s’ils interfèrent avec les premières étapes du cycle viral.  
 Les premiers microbicides développés ont été des inhibiteurs d’entrée dit non 
spécifiques. En effet, ces microbicides agissent soit  en se fixant sur le VIH-1 via des 
liens électrostatiques en utilisant des polyanions par exemple (PRO 2000) et 
empêchent ainsi sa fixation aux cellules cibles soit en agissant en tant que 
spermicide comme le BufferGel. Cependant, le PRO2000 n’a démontré qu’une faible 
réduction de l’infection par le VIH-1 chez les femmes (199) et le BufferGel aucune 
protection.  
  Ces résultats ont amené au développement de microbicides spécifiques. Ces 
microbicides sont composés d’antirétroviraux qui ciblent spécifiquement le VIH ou 
ses cellules cibles tels que le gel à base de ténofovir (NRTI), les gels et anneaux à la 
dapivirine (NNRTI) et le gel UC-781. Les premiers résultats montrent que ces 
microbicides sont hautement actifs.  L’essai CAPRISA 004 utilisant un microbicide à 
base de tenofovir (1%) a démontré des résultats intéressants avec une réduction de 
38% de l’infection par le VIH-1 quand il est appliqué jusqu’à 12h avant ou après une 
relation sexuelle (200, 201). 
 Des microbicides utilisant les inhibiteurs de l’entrée sont aussi étudiés 
actuellement comme le microbicide à base de Maraviroc. Les études utilisant un 
microbicide à base de 5mM de Maraviroc chez les souris humanisées démontrent 
une protection totale contre le VIH-1, ce qui constitue une piste prometteuse dans la 
recherche de microbicide (202).  
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 Enfin une dernière approche originale des chercheurs ont utilisé un peptide 
inhibiteur analogue du HRII (C52) comme microbicide « vivant ». En effet, dans ces 
travaux, Rao et al. ont utilisé la souche colonisatrice de Escherichia coli : Nissle 1917 
et l’ont transformé stablement par un plasmide codant pour le peptide inhibiteur C52 
couplé à la séquence signal de sécrétion de l’hémolysine A et un plasmide codant 
pour les gènes qui permettent de mettre en place la sécrétion de l’hémolysine. Ces 
bactéries ainsi modifiées sécrètent in vitro le peptide qui garde une activité antivirale 
comparable à celles rapportées pour les autres peptides inhibiteurs. Les bactéries 
ont ensuite été administrées à des souris (administration orale ou rectale). La 
colonisation par la bactérie des tractus digestifs et sexuels a été observée jusqu’à 12  
jours après administration (203). Cependant l’efficacité de ces bactéries contre 
l’infection par le VIH-1 in vivo reste à être démontrée. 
 Le développement de microbicides sûrs et efficaces pourrait être une voie 
d’avancée importante pour la lutte contre le VIH-1. En effet, c’est une piste de 
prévention contre l’infection du VIH-1 où les utilisateurs pourraient être protégés 
pendant plusieurs heures voire plusieurs jours après administration. Il reste 
cependant à trouver le composant de microbicide qui sera efficace contre toutes les 
souches virales et qui sera formulé de manière à ne pas engendrer des effets 
secondaires sur les muqueuses sexuelles. 
 
  
 Le développement de la HAART incluant aussi les autres inhibiteurs sur le 
marché (T20, Maraviroc) a changé radicalement le cours de l’infection au VIH-1, la 
faisant passer d’une infection mortelle à une infection chronique. Cependant malgré 
ces avancées, il reste encore à améliorer ces thérapies et à en trouver de nouvelles 
afin de réduire les effets secondaires, les résistances et donc d’améliorer les 
conditions de vie des personnes séropositives. La prévention et la protection restent 





































Le VIH-1 utilise ses glycoprotéines d’enveloppe pour infecter ses cellules 
cibles.  L’enveloppe comprend une glycoprotéine de surface, la gp120 et d’une 
glycoprotéine transmembranaire, la gp41, toutes deux issues du produit de clivage 
endoprotéolytique du précurseur gp160. Dans la particule virale ces deux 
glycoprotéines sont structurées sous forme de trimères et interagissent entre elles 
par des liaisons non covalentes. La gp120 est responsable du tropisme du virus pour 
le récepteur CD4 et les corécepteurs CCR5 ou CXCR4 alors que la gp41est 
impliquée dans l’étape de fusion entre la membrane virale et la membrane de la 
cellule cible. 
De nombreux travaux ont permis de montrer que l’étape de fusion se déroule 
selon un processus dynamique. En effet, l’interaction de la gp120 avec le récepteur 
et le corécepteur conduit à des modifications de conformation de la gp41 qui est un 
acteur clef de l’entrée et de la fusion membranaire. Cette protéine transmembranaire 
présente différents domaines primordiaux incluant le domaine de fusion N-terminal 
FP, les domaines HR1 ou N36 et HR2 ou C34 ainsi que la séquence du peptide T20, 
un analogue structural du domaine C34. Le changement de conformation de gp41 se 
traduit par l’externalisation du domaine FP qui va interagir avec la membrane de la 
cellule cible. Cette interaction conduit à l’exposition d’un faisceau trimérique d’hélices 
α constitué par les domaines N36 ou HR1 et C34 ou HR2 suivie par leur interaction 
(N36-C34) en un ensemble de six hélices, qui conduit à une restructuration de 
l’éctodomaine de la gp41 en épingle à cheveux permettant le rapprochement des 
membranes du virus et de la cellule cible et leur fusion. 
Cette étape de fusion est une étape capitale lors de l’infection : en effet tout 
blocage de cette étape de fusion conduit à l’inhibition de l’entrée du virus et bloque 
sa réplication. Cette étape constitue donc une cible importante pour le 
développement de peptides et molécules antiviraux. De nombreux travaux 
s’intéressent au développement de peptides analogues des domaines N36 et C34 
capables de bloquer l’entrée du virus en interférant avec le mécanisme de fusion. Le 
premier succès a été obtenu avec le peptide T20, un analogue du domaine C34. Le 
T20 est utilisé actuellement chez les patients en échec thérapeutique. Cependant, sa 
faible demi-vie (2 h) impose l’administration par injection de fortes quantités de 
peptide (90 mg) à raison de deux fois par jour afin d’assurer une activité antivirale. 
Ainsi ce traitement, bien qu’il soit efficace, en plus de son coût élevé, reste lourd à 
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supporter par les patients. De plus, des travaux plus récents ont rapporté l’apparition 
d’isolats résistants à cette molécule. 
En parallèle à la molécule T20, plusieurs travaux ont essayé de développer 
des peptides inhibiteurs analogues des domaines N36 et C34. Malheureusement ces 
approches ont été confrontées à plusieurs difficultés dont les principales sont liées à 
la solubilité des peptides, leur agrégation, leur repliement incorrect et leur courte 
demi-vie. Plusieurs stratégies, incluant l’induction d’une structure en hélice α, 
l’augmentation de la solubilité par l’addition de résidus d’acides aminés chargés dans 
les positions non essentielles de l’hélice, ou de protéines hybrides sont en cours 
d’évaluation par différents groupes. 
 Une deuxième stratégie développée pour inhiber cette étape est le 
développement d’immunogènes capables de générer des anticorps neutralisants 
dirigés contre ces régions tels que le 4E10 ou 2F5 identifiés chez des patients 
séropositifs non progresseurs. Le problème majeur de cette approche reste la 
modélisation d’un immunogène qui puisse engendrer des anticorps neutralisants à 
large spectre. En effet plusieurs équipes ont testé divers immunogènes afin d’induire 
des anticorps qui neutralisent l’entrée du virus. Cependant, ces travaux, ainsi que les 
nôtres, ont démontré que si ces anticorps reconnaissent leur immunogène ainsi que 
la gp41, ils n’ont néanmoins pas de fortes activités neutralisantes. Néanmoins, de 
récentes études ont démontré que les anticorps induits contre les trimères de 
peptides, N36 principalement, ont une activité neutralisante. Cette activité reste faible 
et la production d’anticorps est souvent transitoire.  
L’objectif de ce travail de recherche est donc double. Il comprend :  
- d’une part l’étude du complexe formé par les peptides N36 et C34, avec 
comme objectifs i) la caractérisation et la purification de ce complexe ii) l’étude de la 
stabilité et de l’activité antivirale du complexe iii) et enfin l’étude de la capacité de ce 
complexe à induire des anticorps neutralisants.  
- d’autre part, le développement de peptides ainsi que des trimères inhibiteurs 
de l’étape d’entrée du VIH-1 analogues du C34 et du N36  ayant une grande demi-
vie dans les milieux physiologiques et pouvant être utilisés dans la thérapie anti-VIH-
1.  Cette partie s’inscrit dans la continuité du travail réalisé par F. Gaston  et al,  et 
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s’est effectué en collaboration avec l’équipe du Pr E. Giralt (Institute for Research in 
Biomedicine, Parc Cientific of Barcelona). 
Enfin, en complément de ces travaux, nous nous sommes intéressés au rôle 
de la voie PKC lors de l’infection par le VIH-1, en nous focalisant sur les étapes 











































































II. 1. Article I : Génération et Caractérisation des anticorps dirigés contre le 

















Article I (publié dans ChemMedChem, 2010) 
 
Fusion Intermediates of HIV-1 gp41 as Targets for Antibody 
Production: Design, Synthesis, and HR1 HR2 Complex Purification 
and Characterization of Generated Antibodies 
 
Olfa Mzoughi,[a] Fabrice Gaston[a], Giovana Granados,[b]  Faouzi Lakhdar Ghazal, [a]  




 L’interaction entre les domaines HRI et HRII de la glycoprotéine gp41 du VIH 
représente une étape clé dans le mécanisme d’entrée du virus. Dans le but de 
développer des inhibiteurs spécifiques contre ces régions, des peptides synthétiques 
mimant ces domaines ont été synthétisés. Le peptide N36, correspondant au 
domaine HRI et le peptide C34, correspondant au domaine HRII, ont été testés pour 
leur capacité à inhiber la réplication virale et à induire la production d’anticorps 
neutralisants. Les résultats montrent que les deux peptides adoptent une 
configuration en hélice a et peuvent interagir l’un avec l’autre pour former un 
complexe N36-C34. La première étape a été la caractérisation de l’interaction N36-
C34 et la purification des complexes N36-C34. Les complexes ont été formés par 
incubation des deux peptides N36 et C34 pendant 1h à 37°C  puis purifiés  par 
HPLC. Ces complexes ont ensuite été analysés pour déterminer leur stabilité, 
l’activité antivirale et leur capacité à générer des anticorps neutralisants.  Pour cela, 
des  souris BALB /c ont  été immunisées par les complexes purifiés ou les peptides 
monomériques. Les sera ont été prélevés après la troisième immunisation et testés 
d’une part par ELISA pour la présence d’anticorps spécifiques contre le complexe 
peptidique et les glycoprotéines du VIH-1 et d’autre part pour leur capacité à 
neutraliser la formation de syncitia et l’infection par le VIH-1.   
Les résultats obtenus montrent que : 
-  La formation des complexes N36-C34 est rapide et les complexes formés peuvent 
être purifiés par HPLC. 
-  Les complexes purifiés se sont révélés stables. En effet, contrairement aux 




- Les anticorps anti-N36-C34 reconnaissent les peptides sous forme de complexes 
ou de monomères ainsi que les glycoprotéines d’enveloppe du VIH-1 gp160 et gp41. 
-  Les anticorps anti-complexe, anti-C34 et anti-N36 sont capables de neutraliser la 
formation de syncitia à  27°C. En effet l’étape d’hémi-fusion est stabilisée à cette 
température rendant ainsi accessible le complexe HR1-HR2 aux anticorps 
spécifiques. 
- Enfin, les anticorps induits contre le complexe et les peptides monomériques  
interfèrent, de manière dose dépendante, avec l’activité antivirale des peptides 
inhibiteurs.  
Ce travail a permis de démontrer que les peptides inhibiteurs ainsi que le complexe 
formé par ces peptides sont immunogènes. Ils induisent des anticorps qui 
reconnaissent leur peptide respectif ou le complexe et les protéines d’enveloppe du 
VIH-1. Ces anticorps n’ont pas d’activité neutralisante à 37°C mais empêchent la 
fusion à 27°C. Enfin ces anticorps générés interfèrent avec l’activité antivirale des 
































































II. 2. Article II : Dévéloppement et Caractérisation de l’activité inhibitrice de 















Article II (Manuscrit) 
 
Development and characterization of trimers derived from HIV-1 
gp41 as HIV-1 entry inhibitors. 
 
Mzoughi O., Teixido M., Zurita E., Moreno M., Granados G.,  




 Le but de cette étude a consisté à développer de nouveaux inhibiteurs de 
l’entrée du VIH-1. Pour cela nous avons modélisé des trimères synthétiques mimant 
les régions HRI et HRII de la gp41 du VIH-1. Pour cela nous avons d’abord 
synthétisé un « linker » minimal composé de 5 lysines sur lequel nous avons 
synthétisé manuellement les peptides C34 ou N36 afin de former un trimère C34 et 
un trimère N36. Nous avons ensuite étudié l’activité anti-fusion et antivirale des 
trimères purifiés.  
 Notre étude démontre que les trimères C34 et N36 ont une activité anti-VIH-1 
meilleure que celle du N36 mais aussi que celle du C34 (pour des concentrations 
plus faibles).  De plus les trimères C34 et trimères N36 gardent la capacité tout 
comme les peptides monomériques  d’interaction avec respectivement le HRII et HRI 
en formant un complexe en hélice α. 
 Ces résultats montrent l’importance et l’intérêt que représentent les trimères 
dans la  conception de nouvelles molécules anti-VIH-1 efficaces et ouvre la voie vers 
l’utilisation de trimères, à linker minimal, en tant qu’inhibiteurs de l’entrée mais aussi 
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 HIV-1 fusion is mediated by a conformational transition in which the C-terminal 
region (HR2) of gp41 interacts with the N-terminal region (HR1) to form a six-helix 
bundle. HIV-1 entry is a critical step of the infection: any blockade of this step induces 
the inhibition of the infection. Several strategies have been developed to block HIV-1 
fusion. One of them is based on entry inhibitor peptides such as C34 and N36. 
However neither of these two peptides has been able to be used in therapy because 
of their limitation such as solubility and low half-lives. 
 The objective of this study was to develop new and active C34 and N36 
analogue peptides by developing trimer of C34 and N36. Here, we report using  
trimers: TrimerC34 and TrimerN36 generated by the development of a minimal linker 
of 5 lysines.  Our results show that these trimers have higher antiviral activities than 
the monomer C34 and N36. The trimers also retain the capacity to interact with HRI 
or HRII and form an α-helix complex like the one obtained with the interaction 
between C34 and N36 peptides. 
 These data underline the interest of using trimers as inhibitors and may lead to 
a new strategy for the development of more stable and active anti HIV-1 entry 
















 Human immunodeficiency virus 1 (HIV-1) entry is a dynamic process, which 
involves a complex set of interaction between cellular receptors (such as CD4, 
CCR5, and CXCR4) and viral glycoproteins (gp41/gp120). The gp41 ectodomain is a 
key actor of the entry, as it undergoes a series of conformational changes to form the 
fusion-active state, where its Heptad repeat I  (HRI) and Heptad Repeat II (HRII) 
domains interact together to form a six-helix bundle complex (49, 204) . This change 
of conformation brings the viral and cellular membranes into closer proximity to 
facilitate membrane fusion. Since the membrane fusion is a key step of the infection, 
the blockade of this step leads to an inhibition of the viral replication. 
 Several peptides have been developed in order to interfere with the formation 
of HRI-HRII complex thus inhibiting HIV-1 entry. The only fusion inhibitor peptide that 
was approved by the FDA for use in HIV-positive patients is the T20 (205), also 
named DP178, enfuvirtide, or Fuzeon. The T20 is a 36- residue peptide partly 
localized in the HR2 region (amino-acids 638–673) which inhibits cell–cell fusion in 
vitro and HIV-1 replication of both CXCR4- and CCR5-tropic viruses at nanomolar 
levels (206, 207). However, the use of T20 has declined over the years because of its 
several limitations: it has a relatively short half-life in vivo, large doses are required 
(90 mg twice daily) for its use, and induces the emergence of resistant HIV-1 strains 
(208). 
 Second and third generation peptides have been developed to circumvent 
these limitations using analogues of HR1 and HR2, including N36 (179), T-1249 
(209),sifuvirtide (210), and C34M2 (211), SC34EK (185, 186) peptides. But none of 
these peptides have been approved by the FDA. Indeed, despite their potent anti-
HIV-1 activities in vitro, their use in HIV-1-infected patients remains limited by their 
low solubility and lack of oral bioavailability. 
 Several studies have used trimer of analogues of HRI (N36) and HRII (C34) as 
peptide inhibitors or immunogens. Most of these study used high size linkers to 
develop these trimers creating trimers with a high molecular weight, complex to 
synthesize and that can generate immune response against the linkers.  
 In this study, we synthesized two trimers, C34 Trimer and N36 Trimer, using a 
minimal linker composed of 5 lysines.  These trimers were shown to be stable and to 
interact strongly with C-peptide or N-peptide to form an α-helix complex. 
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Furthermore, these two trimers were highly potent inhibitors of infection of HIV-






























Design and synthesis of C34 and N36 trimers 
 We designed two trimers: a C34 trimer and a N36 trimer using an approach 
similar to the one used by Kowalczyk et al (212, 213). Both trimers were synthesized 
manually. We first synthesized the linker on a Fmoc-rink-amide ChemMatrix resine 
modified to have a substitution of 0.2 mmol/g. The linker was composed of 5 lysines 
including 4 flexibility-enhancing spacer residues O2Oc at branching points. Once the 
linker was synthesized, a small amount was cleaved and the mass of the linker was 
verified by mass spectrometry. After Fmoc deprotection, the peptides C34 or N36 
were synthesized on the linker. Since there are three free NH2 ends on the linker, 
three peptides were thus synthetized linked to each other via the lysine-linker (figure 
1). 
 The C34 and N36 peptides were also synthesized using a solid phase method 
with Fmoc strategy. All the peptides and trimers were purified by HPLC 
chromatography and had at least 95% purity. The homogeneity of the peptides was 
confirmed by amino acid composition analysis and molecular weight determination by 
MALDI-TOF. 
 
Potency of C34 Trimer and N36 Trimer to inhibit cell-cell fusion 
 The antiviral activities of C34 Trimer and N36 Trimer were investigated in three 
complementary assays including inhibition of: i) cell-cell fusion, ii) single cycle viral 
replication and iii) quantitative viral replication. The capacity of C34 Trimer and N36 
Trimer  to block syncytium formation between HeLa cells expressing envelope 
glycoproteins from HIV-1 LAI (X4 tropic virus) or HIV-1 ADA (an R5macrophage 
tropic virus) and HeLa cells expressing human CD4 receptor CXCR4 or CCR5 HIV-1 
co-receptors was investigated in the presence of various amounts of each peptide. 
 Results show that C34 Trimer and N36 Trimer inhibit syncytium formation in a 
dose dependent manner. While C34 Trimer shows the same activity than the C34L 
monomer, the N36 Trimer is more active than the N36 monomer. Indeed, nearly total 
inhibition was observed at 10-7 M concentration with C34 Trimer, N36 Trimer and 
C34L but not with N36. The IC50 values showed that the highly antiviral activities of 
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C34 was conserved when in trimer conformation and the activity of N36 was greatly 
ameliorated when synthesized as a trimer (nM range of IC50 values). 
 
Anti-HIV activities of C34 Trimer and N36 Trimer 
Antiviral activities of C34 Trimer and N36 Trimer were studied in a single viral 
infectivity assay. In this assay, C34 Trimer and N36 Trimer were tested at various 
concentrations for their capacity to inhibit the infection of HeLa-CD4-CCR5/CXCR4-
LTR-b-gal cells with HIV-1 LAI or HIV-1 BaL during a period of 24h. This assay 
enabled the completion of the first steps of viral cycle to be monitored, including 
adsorption, penetration and early genome expression. The assay was based on the 
ability of the early produced Tat to transactivate the expression of Lac-Z gene under 
the control of HIV promoter. In agreement with the cell-cell fusion assay, an inhibition 
of cell entry was observed by C34 Trimer and N36 Trimer.  Interestingly, N36 Trimer 
was more active than the N36 monomer and both Trimers were more active against 
the macrophage tropic than the T tropic virus in this assay. 
 In another assay, the virions produced were quantified in the cell supernatants 
after three days of infection. The results showed that C34 Trimer and N36 Trimer 
highly inhibited HIV-1 VN44 and HIV-1 BaL replication when used at 10-6 M. C34 
Trimer showed better activity than C34 monomer at lower concentration, with 
detected activity at  10-11 M. In correlation with the results obtained with the previous 
experiments, Trimer N36 showed a higher antiviral activity than monomer N36 at all 
used concentration. 
 
Characterization of Trimer C34 - N36 and Trimer N36 - C34 Interactions 
 In order to understand the mode of action of Trimer C34 and Trimer N36, we 
studied the structure of the Trimers alone and the Trimers in complex with monomers 
using CD. The CD spectra of Trimer C34 alone in aqueous solution showed a 
random coil structure, in correlation with the CD spectra of C34 monomer. The CD 
spectra of Trimer N36 showed an ameliorated a-helical structure than N36 monomer.  
 CD spectral analysis was further used to study the capacity of Trimer C34 
analogues to interact with N36 and to form a 6HB (trimer of hairpins), and similarly 
the interaction of Trimer N36 with C34. For that purpose, CD spectra were obtained 
with equimolecular mixtures of Trimer N36 and C34, and Trimer C34 and N36 in 
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aqueous solutions. The corresponding CD show the capacity of Trimer C34 to 
interact with N36 peptide, and Trimer N36 to interact with C34, and the formation of 
a-helical structures. Those data correlate well with the antiviral activity of the Trimers, 
since they seem to block HIV-1 entry by interacting with their homologous sequences 
on gp41. 
 
Stability of C34 Trimer and N36 Trimer in human serum 
 In order to test the stability of Trimer C34 and Trimer N36, the fusion inhibition 
activity of both in human serum was tested after incubation of the trimers for different 
times in human serum. The results showed that Trimer C34 and Trimer N36 exhibit 



























 HIV-1 entry is a dynamic process that involves cellular receptor CD4 and co-
receptors CCR5/CXCR4, and viral envelope proteins gp120 and gp41. The 
transmembrane protein HIV-1 gp41 plays a critical role in the entry processes. 
Indeed, it is the formation of a complex composed by the HRI and HRII domains of 
gp41 that leads to the fusion of the viral and cellular membranes. 
 Several approaches have been developed to inhibit HIV-1 entry in order to 
inhibit viral infection, including the development of peptide inhibitors that are 
analogues of HRI or HRII. The most successful study is the T20 peptide which is a 36 
amino-acid peptide derived from HRII. T20 is the only peptide entry inhibitor that has 
been approved by the FDA. Unfortunately, this peptide’s use as a therapy has been 
diminished over the year because of its several limitations: T20 has a low half-life 
(patients need two injection per day), has low solubiltiy and its use induces the 
appearance of resistant HIV-1 strain (208). 
 New studies have focused on modifying the T20 peptide, the C34 peptide or 
the N36 peptide, to produce new entry inhibitor with better activities and less 
limitations. The C34 peptide is a 34 amino-acid inhibitor peptide. Its sequence is 
analogue to the HRII domain and has an antiviral activity on the nM range. But C34 
cannot be used in therapy because of its low half life and solubility. N36 is an 
analogue of the HRI domain that was never used in therapy because of its low 
antiviral activities (µM). Several groups have created new peptide inhibitors based on 
HRI or HRII sequences such as sifurvirtide (210), SC34EK (185, 186) and C34M2 
(211). Those peptides present ameliorated activities compared to T20 or C34 and are 
active against T20 resistant HIV-1 stain. But the solubility of these peptides and their 
stability in the human sera are still under study. 
 In our work we synthesized trimers of C34 and N36. We used the trimer 
conformation because it has been described as the native configuration of HRI and 
HRII on HIV-1. Moreover, trimeric C-peptides and N-peptides have been described 
as efficient HIV-1 fusion inhibitors (214-216). Those studies showed that trimers 
retain the antiviral potency of the monomer. But the used linkers were high molecular 
weight linkers composed of several amino-acid such as the Foldon, the natural 
trimerization domain of T4 bacteriophage fibritin (27 amino-acids) (217) or GCN4 
trimeric motif (34 amino-acids) (218). Such linkers are not easy to synthesize and can 
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induce an immunological response against them, since they are the size of a small 
peptide. Other studies have used smaller linkers but needed several steps in order to 
ligate the peptides to the linker (219). 
 In this study, we synthesized a new kind of trimer using a minimal linker, 
composed of only five lysine and four flexibly enhancing motifs. This linker is 
synthesized using the Fmoc-amino-acid technique. Each peptide was synthesized on 
a free tail of the linker. Our study shows that the C34 Trimer has an activity that is 
equivalent to the C34 monomer for high concentration and better than C34 peptide 
on lower concentration (10-9M to 10-12M). On the other hand, the N36 Trimer has a 
better activity than the N36 monomer. The IC50 of the N36 Trimer is equivalent to the 
one observed for the C34 Trimer and C34 monomer (nM). This data is in accordance 
with previous studies (183, 220).  
  We have also showed that the N36 Trimer has a better α-helicity than the 
monomer N36 and that both trimers retain the capacity to interact with HRI or HRII to 
form an α-helix complex. Indeed, Trimer N36 interacts with C34 and Trimer C34 with 
N36 to form a complex that has the structure of an α-helix like complex C34-N36. 
 The synthesized trimers have ameliorated antiviral activities and retain the 
same characteristic than the monomers. Our work shows that we can achieve the 
same goal using a minimal linker rather than a high molecular linker, and that the 
trimers are as stable as the monomers in the human sera. Morover, lysines are 
known to have a low immunogenicity, which implicates a low immunological response 
against the linker is used in therapy. 
 These two new trimers open the way to a new kind of HIV-1 entry inhibition 
therapy based on more stable and active proteins. These trimers could also be used 
as microbicides since they are as stable as the monomers. Finally, several studies 
have shown that N-peptide trimers can lead to the induction of broadly neutralizing 
antibodies against HIV-1. The findings of these studies were limited by the amount of 
antibodies induced against the linkers. Thus some groups had to add PEG groups to 
the linkers in order to reduce its immunogenicity. Our minimal linker can be an 
interesting approach in order to use the generated trimers as immunogens to elicit 





Material and Methods  
Trimers and Peptide synthesis. 
Two trimers TrimerC34 and Trimer N36 and two peptides C34 and N36 were 
synthesized and used in this study. The peptide sequences tested were derived from 
HIV-1 Lai and correspond to the C-terminal heptad repeat HR1 and HR2 also named 
N36 and C34 respectively.  
The peptide C34L and N36 were automatically synthesized in parallel on 330 mg of 
Rink amide-Gly-MBHA resin with low loading (0.3 mmol/g) on an Applied Biosystems 
433A peptide synthesizer by using Fmoc chemistry. The MBHA resin HL (loading: 
0.77 mmol/g, Novabiochem) was solvated by successive washing steps with DCM 
(3x 1min), 10% TFA in DCM (1x10 min), 1% DIEA (3x 1min), DCM (3x1min) and 
DMF (3x1). Fmoc-Gly-OH (0.1 mmol) pre-activate with TBTU/HOBt/DIEA (1:1:1.5) in 
DMF was coupled. After 2 hours the resin was washed with DMF (3x1min) and DCM 
(3x1) and the free amino groups were capped with acetic anhydride/DIEA/DMF 
(3:1:16) (2x30min). The resin was washed with DMF (3x1min) and the Fmoc group 
was removed with 50% piperidina/DMF (3x5 min). Rink amide linker was coupled 
after being pre-activated with TBTU/HOBt/DIEA (1:1:1.5) in DMF. Fmoc/tBu 
protected amino acids (Iris Biotech GmbH) were incorporated using standard 
procedures and TBTU/HOBt/DIEA as coupling agents. Fmoc group was removed by 
treatment with 22 % piperidine and 0.07% Triton® X-100 in DMF. Concomitant 
sidechain deprotection and cleavage was performed by treatment with 5 mL of a 
mixture of TFA/H2O/triisopropylsilane /ethanedithiol (92:4:2:2 v/v/v/v) at 0ºC for 30 
minutes and at room temperature for 1.5 hours. TFA was removed by evaporation 
and the crude was precipitated with tert-butyl methyl ether.  
The Trimers were synthethized using the same Fmoc chemistry but manually. The 
products were characterized by HPLC, amino acid analysis and MALDI-TOF mass 
spectrometry. 
 
Circular dichroism analysis of peptides and trimers  
The spectra were recorded on a JASCO J-810 spectropolarimeter with the CDF-
426S Peltier unit using a quartz cuvette of 0.2 cm optical path length teflon stopper. 
The peptide was dissolved in buffer Sodium phosphates pH 7.4. Solutions of 50, 25, 
10 and 5 μM of peptides were performed in aqueous buffer alone or in the presence 
of 30% of trifluoroethanol. The measurement was obtained between 190-260 nm with 
a data pitch of 0.2 nm, a band width of 1 nm, scanning speed of (0.8 nm/min for 4 
accumulations. All spectra were corrected subtracting the buffer spectrum. The CD 
data were expressed as molar ellipticity [] (deg.cm2.dmol-1) calculated by 
[MR]=100/CMR x l, for which  is ellipticity in mdeg, CMR is the molar concentration 




Cell lines  
HeLaCD4-CCR5/CXCR4-LTR/b-gal cells, a gift from Dr. P. Charneau (Pasteur 
Institute, Paris, France), are HeLa cells stably expressing human CD4, human CCR5 
and CXCR4 co-receptor (HeLa p4p5) and containing the LacZ gene under the control 
of the HIV-1 LTR promoter. HeLa-gp120/gp41LAI or HeLa-gp120/gp41ADA are HeLa 
cells stably expressing gp160 from HIV-1 LAI or HIV-1 ADA isolates. They were 
grown in complete Dulbecco’s modified eagle medium in the presence of geneticin (1 
mg/ml) for HeLaCD4-LTR/b-galor 1μM of methotrexate for HeLa-gp120/gp41LAI and 
HeLa-gp120/gp41ADA. 
Syncytium formation  
The synthesized peptides and trimers were tested at different concentrations (10-6 M 
to 10-11 M) for their ability to inhibit syncytium. HeLa-CD4-CCR5-CXCR4 (20000 
cells) were co-cultured with HeLa-gp120/gp41LAI or HeLa-gp120/gp41ADA (20000 
cells) in 96-well plates in the presence of various concentrations of each peptide or 
trimers. After 20h to 24h, syncytia were scored by contrast phase microscopy. 
 
Viruses  
The R5 HIV-1 BaL and VN44 X4 were obtained from Dr H.HOCINI (ANRS, France). 
These viruses were amplified on Hela p4p5. The virus harvested at day 7 post-




Cells were washed twice with PBS (0.5 mM MgCl2, 1 mM CaCl2), fixed with 0.5% 
glutaraldehyde for 10 min and washed twice with PBS. They were incubated for 3 h 
in a mixture (1 mg ml-1 X-Gal in PBS) containing potassium ferricyanide (5 mM), 
potassium ferrocyanide (5 mM) and MgCl2 (2 mM). The reaction was stopped by 




Peptide and trimers stability in the presence of human serum  
In order to test the stability of C34L, N36 and the trimers, peptides were incubated in 
human sera; each peptide (5x10-7M) was incubated at 37°C for different times and 







Figure 1: General structure of the Trimers. 
Each trimer is composed of a linker with contains 5 lysines and four flexibility-
enhancing spacer residues O2Oc at branching points and 3 copies of the same 
peptide : C34 of N36. 
 
Figure 2: Inhibition of syncytium formation in the presence of C34 and N36 
peptides and the Trimer C34 and Trimer N36. 
HeLa gp120/gp41ADA (A and C) or HeLa gp120/gp41LAI (B and D) cells were co-
cultivated with HeLa- P4P5 in 96-well plates in the presence of various 
concentrations of each peptide. After 20 h of co-culture, syncytia were scored under 
optical microscopy. 
  
Figure 3: Anti-HIV-1 activity of C34 and N36 peptides and the Trimer C34 and 
Trimer N36 in a single infectivity assay.  
HeLa CD4-CCR5/CXCR4-LTR/b-gal cells were infected for one viral cycle (20 h) with 
0.1 ng of HIV-1 BaL (A and C) or VN44 (B and D). Viral replication was correlated 
directly with the transactivation of the LacZ gene by the early translated HIV-1 Tat 
gene. b-galactosidase activity was visualized by incubating cells with the substrate X-
Gal which stained cells blue after being degraded. 
 
Figure 4: Effect of C34 and N36 peptides and the Trimer C34 and Trimer N36 on 
viral replication of X4 and R5 tropic viruses. 
 HeLa CD4-CCR5/CXCR4 were infected with 0.3 ng BaL (A and C) or HIV VN44 (B 
and D) respectively R5 tropic and X4 tropic viruses for 3 h as described in the 
Material and methods section. Three days post-infection, cell supernatants were 
collected and assayed by ELISA for p24 antigen. Uninfected cells treated in the same 
way were used as a control.  
 
 
Figure 5: Circular dichroism (CD) spectra of the various peptides and Trimer-
peptide complexes. 
(A) CD spectra of C34 (left) and Trimer C34 (right). (B) CD spectra of N36 (left) and 
Trimer N36 (right). Peptides were used at 50µM, the Trimers at 5µm in 10 mM 
sodium phosphate buffer pH 7.4, 50 mM potassium fluoride pH 7.4. (C) and (D) CD 
spectra of peptides in an equimolar mixture: N36+ Trimer C34 (C) and Trimer 
N36+C3 (D). Spectra were obtained in aqueous solution. The apparition of a 
maximum at 192 nm and a double minimum at 208 nm and 222 nm were used as 






Figure 6: Stability of N36 peptides and the Trimer C34 and Trimer N36 in the 
human sera. 
Peptides (5.10-7M) were incubated for various times with human sera (AB) or in 




















































































































































II. 3. Article III : La Protéine PKC-delta régule les étapes précoces de la 
















Article III (publié dans Retrovirology en 2012) 
 
Protein kinase C-delta regulates HIV-1 replication at an early post-
entry step in macrophages 
 






 Les PKC jouent un rôle important au cours des différentes étapes du cycle de 
réplication du virus VIH-1. Dans cette étude, nous avons montré que l’inhibition de la 
PKC- par des inhibiteurs chimiques, des oligonucléotides antisens ainsi que des 
siANR, bloque la réplication du VIH-1. L’inhibition de la PKC-  n’affecte pas la 
formation du produit R/U5 lors de la transcription inverse mais bloque la synthèse 
des produits tardifs issus de cette transcription inverse.  
 Ce résultat suggère que cette inhibition agit au niveau d’une étape précoce de 
la transcription inverse chez le macrophage. Nous avons montré que l’inhibition par 
la PKC-  se traduit par le blocage de la formation des pseudopodes et des filaments 
d’actine qui sont nécessaires au bon déroulement de la transcription inverse. De 
plus, l’inhibition de la PKC- empêche l’association du complexe de transcription 
inverse avec le cytosquelette d’actine.  
 Cette étude démontre l’importance de la PKC-  au cours des premières 






































































































 Les résultats supplémentaires s’insèrent dans la partie concernant le 
développement des peptides analogues du HR2 ou C34. Ces peptides ont été 
développés dans l’objectif d’obtenir des nouveaux peptides inhibiteurs possédant la 
capacité d’interagir avec le HR1, une forte activité antivirale et une forte demi-vie et 
cela grâce à : 
- la modification du C34 afin d’avoir un peptide plus petit, plus stable 
- l’introduction de D-acides aminés au niveau des sites de clivages enzymatiques 
 
 
II.4.1- Le peptide C15 
 L’objectif de ce projet a été de synthétisé un peptide mimant la séquence HRII 
de gp41 du VIH-1 qui pourrait avoir une activité antivirale identique à celle du C34 et 
T20 mais sans en avoir leurs inconvénients : faible solubilité, faible demi-vie. Pour 
cela nous avons modélisé un peptide en se basant sur le travail précédent de He et 
al. (221).En effet dans leurs récents travaux, les auteurs ont identifié une nouvelle 
région en hélice α sur HR2 de gp41 : 621QIWNNMT627 . Cette séquence est adjacente 
à la séquence du C34. Nous nous sommes demandés si ce motif hautement 
conservé pouvait améliorer l’activité antivirale des peptides inhibiteurs en permettant 
d’augmenter leur hélicité et donc leur stabilité.  
 Nous avons, afin de répondre à cette question, synthétisé le peptide C15: 
621QIWNNMTWMEWDREI635. Ce peptide synthétisé par la méthode Fmoc 
automatiquement par Eurogentec (Belgique) est un peptide qui contient à la fois la 
séquence inductrice d’hélice α 621QIWNNMT627 ainsi que les acides aminés dit 
essentiels du C34 628WMEWEREI635. Cette séquence hautement conservée se lie à 
la poche hydrophobe du HRI de gp41. C’est un peptide de 15 acides aminés donc 
plus facile à synthétiser que le C34 ou le T20, comprenant respectivement 34 et 36 




Figure 1 : Activité anti-fusion du C15. Des cellules HeLa CD4-CCR5-CXCR4 (20 000) 
et  HeLa gp120/gp41 ADA (a) ou HeLa gp120/gp41 LAI (b) sont mis en coculture en 
présence de C34 ou C15 à différentes concentrations (10-6M à 10-12M). Les syncitia 
sont ensuite fixées 20h après. 
  
 Les résultats obtenus avec le C15 démontrent que ce peptide n’a pas 
d’activité inhibitrice de fusion. En effet, nous observons le même nombre de syncitia 
que celui observé en absence de peptide (contrôle (a)) et cela quelque soit la 
concentration de C15 utilisé (10-6M à 10-8M). Au contraire, le C34 inhibe efficacement 
la fusion et cela jusqu'à une concentration de 10-8M. Nous avons obtenu les mêmes 
résultats en inhibition de l’infection virale : le C15 ne présente pas d’activité antivirale 
(data not shown). Ces travaux se corrèlent avec les résultats obtenus par Nishikawa 
H et al. (222). En effet dans ces travaux, Nishikawa H et al. ont démontré une perte 







II.4.2 - Le peptide C34M4 
  
 Le dernier axe de notre travail a pour objectif d’améliorer la stabilité du C34 en 
mutant les acides aminés non essentiels de ce peptide. L’originalité de notre 
approche est liée à l’introduction d’acides aminés non naturels de la série D au 
niveau des sites les plus sensibles aux activités enzymatiques.   
 Des travaux récents ont montré que la conservation du domaine actif de C34 
associé à l’introduction de lysine et glutamate en position i et i+4 permet d’obtenir un 
peptide avec une forte activité antivirale associée à une structure en α-hélice. 
Cependant le point faible de ce type de construction réside dans l’introduction de 
sites de clivages sensibles à la dégradation après les résidus de lysine. Dans le 
présent projet nous avons utilisé la même stratégie mais en introduisant des D-
acides aminés. Le peptide nommé C34M4 est modifié au niveau des acides aminés 
dits non essentiels (635 à 661) deux à deux, soit en les mutant en lysine (L ou D) soit 
en glutamate (L ou D), afin d’avoir des ponts salins en i et i+4  (représentés ci-
dessous en pointillés) et d’améliorer la structure et la stabilité du peptide. 
 
C34M3                      628- WeEWDRKINNYTSLIHSLIEESQNQQeKNEkELL-661 
C34M4                      628- WEEWDRkIEEYTKkIEELIKkSEEQQKkNEEELKk-661 
 
 
 Ce peptide de 35 acides aminés a été synthétisé en utilisant la méthode en 
phase solide en utilisant des Fmoc-acides aminés comme décrit précédemment 
(211, 223). Il a été ensuite purifié (98% de pureté) par HPLC couplé à la 
spectrométrie de masse.  
 Nous avons d’abord testé l’activité inhibitrice de fusion du C34M4 en utilisant 
le modèle des HeLa CD4-CCR5-CXCR4 cocultivées avec les HeLa gp120/gp41 ADA 




Figure 2: Activité anti-fusion du C34M4. Des cellules HeLa CD4-CCR5-CXCR4 (20 
000) et  HeLa gp120/gp41 ADA (a) ou HeLa gp120/gp41 LAI (b) sont mis en 
coculture en présence de C34 ou C34M4 à différentes concentration (10-6M à 10-
12M). Les syncitia sont ensuite compté 20h après et le pourcentage d’inhibition de 
syncitia est calculée par rapport au contrôle sans peptide inhibiteur. 
 
 Le peptide C34M4 présente une très faible activité anti-fusion dans les deux 
modèles comparé au C34 avec une IC50 supérieur au µM. Nous avons voulu 
confirmer ces résultats en infection. Pour cela des cellules HeLa CD4-CCR5-CXCR4 
ont été infectées par le VIH-1 BaL ou VIH-1 VN44 (1ng). Les cellules HeLa CD4-
CCR5-CXCR4 exprimnte aussi le gène de la β-galactosidase sous le contrôle du 
LTR du VIH-1. L’infection des cellules peut donc être révélée par l’incubation des 
cellules infectées avec un substrat de la β-galactosidase (X-Gal) qui devient bleu une 
fois clivé par celles-ci. L’infection est donc quantifiée en comptant les cellules bleues. 
 
Figure 3 : Activité antivirale du C34M4. Des cellules HeLa CD4-CCR5-CXCR4 ont 
été infectées avec le VIH-1 BaL (R5 tropique) ou le VIH-1 VN44 (X4 tropique) (1ng). 




 Les résultats obtenus démontrent que le C34M4 n’a pas d’activité antivirale en 
corrélation avec sa faible activité anti-fusion. Nous nous sommes alors demandé si 
cette faible activité pouvait être expliquée par une absence d’interaction avec le 
domaine N36 de HR1. En effet, les études précédentes sur le C34 et le SC34EK ont 
démontré que l’activité antivirale de ses peptides passait par la capacité d’interaction 
de ces peptides avec le N36 (HR1). Ces peptides agissent en se liant au HR1 et en 
inhibant donc la formation du complexe en hélice α et ainsi l’entrée. Nous avons 
utilisé le dichroïsme circulaire (CD) afin d’étudier l’interaction du C34M4 et du N36. 
Cette technique permet de mettre en évident les structures secondaires telles que les 
feuillets β et hélice α. Elle nous permet donc de vérifier si le C34M4 a la capacité, 
comme le C34, de former un complexe en hélice α avec le N36. 
 
Figure 3 : Interaction du C34M4 avec le N36. La structure secondaire des peptides 
C34, C34M4 et N36 a été étudié en solution aqueuse (a) ou en présence de TFE (b). 
La capacité des peptides C34 er C34M4 à former des complexes en α -hélice avec le 
N36 a été étudiée en (c). 
 
 Les études en dichroïsme circulaire ont confirmé les résultats obtenus 
précédemment  (211, 223) : le C34 a une structure random coil en solution aqueuse 
alors que le N36 a tendance à former une hélice α. Le spectre du C34M4 présente 
un minimum autour de 200 nm représentatif d’une structure en random coil (a). Le 
C34M4 seul ne forme pas une hélice α. Nous avons étudié les spectres des peptides 
en présence de TFE (30%) qui a la capacité d’aider à induire les structures 
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secondaires des peptides. Nous observons que le C34, N36 et C34M4 ont une 
structure en hélice α dans ces conditions (b). Néanmoins l’hélicité du C34M4 est 
moins importante que celle du C34 et du N36. 
 Nous avons ensuite étudié la capacité du C34M4 à interagir avec le N36 pour 
former un complexe en hélice α. Nous avons observé que contrairement au C34 qui 
interagit avec le N36 pour former un complexe en hélice α, le C34M4 ne semble pas 
interagir avec le N36 pour former une hélice α (c). Ces résultats sont en corrélation 
avec l’absence d’activité antivirale du C34M4. Ce peptide grandement modifié et 
contenant de nombreux D-acides aminés n’a plus la capacité d’interagir avec le HR1 




 Les travaux sur le C15 et le C34M4 démontrent que la séquence dite 
essentielle du C34 : 628WMEWEREI635  ne suffit pas à l’activité antivirale des 
peptides. En effet, ces peptides doivent aussi conserver la capacité d’interagir avec 
le N36 en formant un complexe en hélice α. Toute modification du C34 doit donc 









































 La première étape du cycle viral du VIH-1 est une étape cruciale. En effet, Le 
blocage de chacune de ces étapes constitue une cible potentielle pour le 
développement d’antirétroviraux efficaces. Cette étape implique à la fois des 
protéines cellulaires comme le récepteur CD4 (69) et les corécepteurs CCR5 et 
CXCR4 et des protéines virales : les glycoprotéines d’enveloppe gp120 et gp41. 
Plusieurs événements se déroulent par la suite, incluant des changements de 
conformation des glycoprotéines d’enveloppe gp120 et gp41 et des transductions de 
signaux activant différentes voies de signalisation dont la voie PKC, avant d’aboutir à 
l’entrée du virus et sa réplication dans la cellule hôte.  
 Seules deux molécules inhibitrices de l’entrée sont utilisées en thérapie. Le 
premier inhibiteur mis sur le marché est le T20 (172, 224) (207) qui est un peptide 
inhibiteur de l’entrée et qui agit à différents niveaux : en bloquant la formation du 
complexe formé par HRI et HRII, en interagissant avec la membrane cellulaire et 
avec gp120.  Le deuxième inhibiteur est le Maraviroc qui est une molécule qui se lie 
au CCR5 et inhibe donc l’interaction de gp120 avec ce dernier (122, 124). 
 La découverte de deux molécules  a permis de grandes avancées dans la 
recherche de thérapies contre le VIH-1. Néanmoins elles présentent de nombreuses 
limitations : d’une part une faible solubilité et une faible demi-vie pour le T20 et une 
application uniquement chez les patients infectés par des virus R5 tropiques pour le 
Maraviroc. De plus, on observe l’apparition de virus résistants aux traitements chez 
les patients traités par le T20 ou le Maraviroc.  
 Nous nous sommes intéressés dans ce travail aux développements de 
nouveaux inhibiteurs de l’entrée du VIH-1 et cela via différentes approches :  
1/  La génération d’anticorps contre le complexe HRI-HRII et l’étude de leur activité 
neutralisantes contre le VIH-1 
2/ Le développement de peptides et de trimères analogues des régions HRI et HRII 
avec comme objectif la synthèse d’une molécule possédant les avantages antiviraux 
du T20 mais sans ses limitations. 
 Dans une dernière partie, nous nous sommes intéressés à l’étape post-entrée 
et  avons étudié le rôle de la  PKC delta dans ces étapes. 
 Des efforts considérables sont actuellement déployés pour le développement 
la recherche de nouveaux inhibiteurs capables de bloquer l’entrée du VIH-1. En effet, 
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la fusion membranaire est une étape clef du cycle viral du VIH-1. Tout blocage de 
cette étape conduit à une inhibition de la réplication virale. 
 De nombreux travaux s’intéressent aux anticorps neutralisants à large spectre. 
Ces anticorps ont été identifiés chez des patients séropositifs non progresseurs. Ces 
anticorps sont soit dirigés contre la gp120 comme le b12, le 2G12 et le VRCO1  ou la 
gp41 comme le 2F5 ou le 4E10. Le problème majeur de cette approche reste le 
développement d’un immunogène qui puisse engendrer des anticorps neutralisants à 
large spectre. En effet plusieurs équipes ont testé divers immunogènes afin d’induire 
des anticorps qui neutralisent l’entrée du virus. Cependant, ces travaux ont démontré 
que si ces anticorps reconnaissent leur immunogène ainsi que la gp41, ils n’ont 
néanmoins pas d’activité neutralisantes. Néanmoins, de récentes études ont 
démontré que les anticorps induits contre les trimères de peptides, N36 
principalement, ont une activité neutralisante. Cette activité reste faible et la 
production d’anticorps est souvent transitoire. 
 Nous sommes intéressés  dans notre approche au complexe formé par le N36 
et C34, sa caractérisation, sa purification, sa stabilité  et sa capacité à induire des 
anticorps neutralisants, cela dans une approche thérapeutique et vaccinale. Nous 
nous sommes donc posé plusieurs questions: 
- Est-il possible de former des complexes N36-C34 à partir des peptides synthétiques 
monomériques N36 et C34? 
- Ces peptides sont-ils capables de former des complexes stables et quelle est la 
cinétique de formation de ces complexes? 
- Ces complexes peuvent-ils être purifiés par chromatographie? 
- Quelle est l’activité antivirale des complexes N36-C34? 
- Les anticorps induits contre ces complexes chez la souris ont-ils une activité 
neutralisante vis-à-vis du VIH-1?  
- Des anticorps anti-HR2 ont été identifiés chez les patients traités par le T20. Car en 
effet, s’ils ne sont pas directement neutralisants, ces anticorps pourraient avoir un 
effet négatif en neutralisant l’activité antivirale des peptides. Nous nous sommes 
donc demandés : Quel est l’effet de la présence d’anticorps anti-complexes et anti-
peptide sur  l’activité antivirale des peptides inhibiteurs?  
 La première étape a été la caractérisation de l’interaction N36-C34 et la 
purification des complexes N36-C34. Les complexes ont été formés par incubation 
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des deux peptides N36 et C34 pendant 1h à 37°C  puis purifiés  par HPLC. Ces 
complexes ont ensuite été analysés pour déterminer leur stabilité, l’activité antivirale 
et leur capacité à générer des anticorps neutralisants. Pour cela, des  souris BALB/c 
ont  été immunisées par les complexes purifiés ou les peptides monomériques. Les 
sera ont été prélevés après la troisième immunisation et testés d’une part par ELISA 
pour la présence d’anticorps spécifiques contre le complexe peptidique et les 
glycoprotéines du VIH-1 et d’autre part pour leur capacité à neutraliser la formation 
de syncitia et l’infection par le VIH-1.   
Les résultats obtenus montrent que : 
-  La formation des complexes N36-C34 est rapide et les complexes formés peuvent 
être purifiés par HPLC  
 -  Les complexes purifiés se sont révélés stables. En effet, contrairement aux 
peptides monomériques, le complexe devient incapable d’inhiber la formation de 
syncitia.  
- Les anticorps anti-N36-C34 reconnaissent les peptides sous formes de complexes 
ou de monomères ainsi que les glycoprotéines d’enveloppe du VIH-1 gp160 et gp41. 
-  Les anticorps anti-complexes, anti-C34 et anti-N36 sont capables de neutraliser la 
formation de syncitia à  27°C. En effet l’étape d’hémi-fusion est stabilisée à cette 
température rendant ainsi accessible le complexe HR1-HR2 aux anticorps 
spécifiques  
- Enfin, les anticorps induits contre le complexe et les peptides monomériques  
interfèrent, de manière dose dépendante, avec l’activité antivirale des peptides 
inhibiteurs  
 Ce travail a permis de démontrer que les peptides inhibiteurs ainsi que le 
complexe formé par ces peptides sont immunogènes. Ils induisent des anticorps qui 
reconnaissent leur peptide respectif ou le complexe et les protéines d’enveloppe du 
VIH-1. Ces anticorps n’ont pas d’activité neutralisante à 37°C mais empêchent la 
fusion à 27°C. Enfin ces anticorps générés interfèrent avec l’activité antivirale des 
peptides en formant des complexes antigènes-anticorps.  
 Nos résultats sont en corrélation avec les travaux de nombreuses équipes. En 
effet. En effet de nombreuses études dont la nôtre démontrent qu’il ne suffit pas 
d’induire des anticorps qui reconnaissent gp120/gp41 mais ces anticorps doivent se 
trouver au bon endroit au bon moment. De plus, des études récentes ont démontré 
que les trimères de peptides induisent des anticorps neutralisants. Cela démontre 
148 
 
l’importance de la conformation des immunogènes utilisés. Cependant ces études 
ont été limitées au niveau de leur interprétation par l’immunogénicité de la partie 
« linker » couplée aux peptides HRI ou HRII.  
  
  
 Le deuxième axe de notre travail a été effectué en collaboration avec le 
laboratoire de chimie du Pr E. Giralt à Barcelone. Les précédents travaux du 
laboratoire, publiés en 2009, ont permis de modéliser et de développer deux 
peptides analogues du C34 : C34M2 et C34M3 (211). L’originalité de cette approche 
est liée à l’introduction d’acides aminés non naturels de la série D au niveau des 
sites les plus sensibles aux activités enzymatiques. Ainsi nous avons développé 
deux analogues du C34: le C34M2 et le C34M3.  
 
C34                         628- WMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQEL-661 
C34M2                    628- WMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQeKNEkELL-661 
C34M3                    628- WeEWDRKINNYTSLIHSLIEESQNQQeKNEkELL-661 
 
Séquences du C34, C34M2 et C34M3. Les lettres soulignées présentent les acides aminés mutés. Les lettres 
majuscules les L-acides aminés, les lettres minuscules les acides aminés mutés en D-acides aminés. 
 
 Les résultats obtenus montrent que les deux peptides conservent une 
structure en hélice α, ainsi que la capacité d'interaction avec le domaine N36. De 
plus, les mutations introduites dans le peptide C34M2 mais pas dans le C34M3 ont 
améliorant sa stabilité dans le milieu physiologique en augmentant sa demi-vie qui 
passe ainsi de 78 min pour le C34 à 133 min pour l’analogue C34M2. Enfin, les deux 
peptides conservent une activité antivirale similaire à celle du C34. En effet, ils 
inhibent la fusion cellulaire ainsi que la réplication virale  
 Notre projet s’est inscrit dans la suite de cette étude avec comme objectif le 
développement de peptides inhibiteurs analogues du C34 mais possédant une forte 
activité antivirale et une forte stabilité. Nous nous sommes intéressés pour cela aux  
travaux récents de Nishikawa et al. (186) qui ont montré que la conservation du 
domaine actif de C34 associée à l’introduction de lysine et de glutamate en position i 
et i+4 permettait d’obtenir un peptide avec une forte activité antivirale associée à une 
structure en α-hélice. Cependant le point faible de ce type de construction réside 
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dans l’introduction de sites de clivages sensibles à la dégradation après les résidus 
de lysine.  Nous avons donc utilisé la même stratégie mais en introduisant des D-
acides aminés. Le peptide a été modifié au niveau des acides aminés dits non 
essentiels (635 à 661) en les modifiants deux à deux, soit en les mutant en lysine (L 
ou D) soit en glutamate (L ou D), afin d’avoir des ponts salins en i et i+4  
(représentés ci-dessous en pointillés) et d’améliorer la structure et la stabilité du 
peptide. 
 
 C34M4  628-WEEWDRkIEEYTKkIEELIKkSEEQQKkNEEELKk-661 
 
  
 Les résultats obtenus démontrent que ce peptide n’a pas d’activité antivirale et 
que cela pourrait être expliqué par le fait que le C34M4 n’a pas la capacité d’interagir 
avec le HRI (N36) pour former un complexe en hélice α. Nos travaux démontrent 
donc l’importance des acides aminés non essentiels dans la structuration du peptide 
et dans son interaction avec le HRI. Il serait intéressant dans les prochaines études 
de synthétiser ce même peptide en utilisant cette fois-ci des L-acides aminés liés par 
des liaisons amides N-méthylées qui ne sont pas reconnus par les protéases 
cellulaires. Cela assurerait d’une part une bonne conformation du peptide puisque 
les acides aminés utilisés seraient de la série L donc naturels. D’autre part, cela 
procurerait une grande stabilité au peptide car il serait moins sensible au clivage 
cellulaire. 
 Nous nous sommes intéressés dans une approche parallèle à la synthèse de 
trimères de HRI et HRII pour une utilisation en tant qu’inhibiteur de l’entrée du virus. 
En effet, des travaux récents ont démontré que les trimères de HRI et HRII ont de 
meilleures activité et stabilité que les peptides dérivés de HRI et HRII. Cependant 
ces trimères présentent de nombreuses limitations surtout au niveau de leur linker. 
En effet, les diverses études ont utilisé des linkers de grande taille (entre 30 et 50 
acides aminés) ou des techniques de couplages linker-trimères longues et 
compliquées. Nous avons donc optés pour une approche innovante où nous avons 
utilisés un linker dit minimal composé uniquement de 5 lysines. Nous avons ensuite 
synthétisé manuellement les trimères sur les linkers dans une approche en accord 
avec les études de Kowalczyk et al. (212, 213). En effet, la synthèse manuelle du 
linker et des trimères nous a permis de contrôler chaque étape de la synthèse et de 
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coupler donc correctement chaque acide aminé. Nous avons ensuite analysé 
l’activité antivirale de ces peptides. Notre étude montre que si ces trimères C34 et 
trimères N36 ont la même stabilité que les monomères de C34 et N36, ils ont une 
activité antivirale améliorée. En effet, le trimère N36 a une IC50 de l’ordre du nM 
alors que le N36 de l’ordre du µM et le trimère C34 est actif jusqu’à une 
concentration de 10-12 alors que le C34 perd son activité à 10-10M. Ces trimères sont 
donc une approche intéressante pour une utilisation en tant qu’inhibiteur de l’entrée. 
On pourrait aussi envisager leur utilisation en tant que microbicide. De plus, ils 
ouvrent la voie à la synthèse de trimères plus stables en utilisant par exemple le 
peptide C34M2 qui a une demi-vie doublée par rapport au C34. Enfin, des études 
récentes ont démontré que l’utilisation de trimères en tant qu’immunogènes permet 
d’induire des anticorps neutralisants. La principale limitation de ces études reste 
encore une fois les linkers utilisés qui sont trop immunogènes. Le linker minimal 
composé de lysines étant très peu immunogènes et le C34 et N36 étant des 
séquences hautement conservées, il serait donc intéressant d’utiliser nos trimères en 
tant qu’immunogènes afin d’induire des anticorps neutralisants à large spectre. 
  
 Nous nous sommes intéressés dans une dernière partie à l’effet de l’activation 
de la PKCdelta sur les étapes post-entrée. En effet, nous nous sommes intéressés 
dans cette approche aux conséquences de l’inhibition d’une protéine cellulaire PKC-
delta sur la réplication virale dans les macrophages. Nos résultats montrent que 
l’inhibition de cette PKC-d par des inhibiteurs chimiques ainsi que par des siRNA 
conduit au blocage du cycle viral en interférant avec l’intégrité du cytosquelette 
d’actine. Ces résultats ont permis de mettre en évidence une nouvelle cible 
potentielle pour le développement d’inhibiteurs du VIH-1 et ouvrent la voie pour le 
développement de nouvelles thérapies. 
 
 Nos trois axes de travail sont complémentaires et s’insèrent dans la 
thématique de développement d’inhibiteurs du VIH-1. Ces approches restent 
néanmoins à être optimisées, avec d’une part le développement d’immunogènes 
capable d’induire stablement des anticorps neutralisants à large spectre en utilisant 
des trimères par exemple. D’autre part, il reste à améliorer la solubilité et la stabilité 
des trimères inhibiteurs, cela en modifiant sélectivement certains acides aminés non 
essentiels par exemple ou en permettant une meilleure flexibilité au niveau du linker. 
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Ces peptides et trimères pourraient aussi être améliorés en identifiant les sites de 
dégradation les plus sensibles ainsi que ceux qui sont clivés en premier dans le 
peptide C34 ou N36 et cela par HPLC couplée à la spectrométrie de masse. De 
nouveaux peptides pourront alors être synthétisés en introduisant des acides aminés 
de la série D ou  N-méthyle-Lysine, au niveau des sites sensibles ainsi identifiés. Des 
études récentes ayant démontré une amélioration de l’activité antivirale des peptides 
inhibiteurs lors de l’ajout de groupements cholestérol ou des chaînes d’acides gras à 
ces peptides, nous pourrions envisager l’ajout des groupements d’acides gras afin 
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activées lors de l’entrée. En effet, l’attachement du VIH-1 sur son récepteur et ses corécepteurs 
s’accompagne par l’activation de nombreuses voies dont celle des PKC. Nous avons montré, en 
utilisant des inhibiteurs chimiques, des oligonucléotides et des SiRNA, le rôle crucial de l’isoforme 
PKC delta dans la réplication virale  
Ces approches sont complémentaires et s’insèrent dans la lutte contre la propagation du VIH-
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